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DESCRIPCION
Fabricacion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa humana, altamente fosforilada, activa, y usos de la misma
Referencia cruzada con solicitudes relacionadas
Campo de la invencion

La presente invencion esta relacionada con los campos técnicos de la biologia celular y molecular y de la medicina,
particularmente con la fabricacién de enzimas sulfatasas lisosomales humanas, altamente fosforiladas, activas y con
su uso en el tratamiento de enfermedades por depdsito lisosomal asociadas a deficiencia de la enzima sulfatasa
lisosomal. En particular, la presente invencion esta relacionada con la fabricacion de N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana recombinante, altamente fosforilada, activa y con su uso en el tratamiento de la
Mucopolisacaridosis IVa (MPS IVa o sindrome de Morquio A) y otras enfermedades por depdsito lisosomal
asociadas a una deficiencia de GALNS.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades por depdsito lisosomal (LSD, por las siglas en inglés Lysosomal Storage diseases) se producen
por la deficiencia de enzimas lisosomales especificas dentro de la célula que son esenciales para la degradacion de
residuos celulares en el lisosoma. Una deficiencia de dichas enzimas lisosomales conduce a la acumulacién en el
lisosoma de “material de depd6sito” no degradado, que causa hinchazén y mal funcionamiento de los lisosomas vy,
finalmente, a dafio celular y tisular. Se ha identificado una gran cantidad de enzimas lisosomales y se han
correlacionado con sus enfermedades relacionadas. Una vez que se ha identificado la enzima que falta, el
tratamiento puede reducirse al Unico problema de suministrar de un modo eficaz una enzima de reemplazo a los
tejidos afectados de los pacientes.

Una forma de tratar las enfermedades por depdsito lisosomal es con terapia de reemplazo enzimatico (ERT,
Enzymatic Replace Therapy) intravenosa (Kakkis, Expert Opin. Investig. Drugs 11(5): 675-685, 2002). La ERT
aprovecha la vasculatura para transportar la enzima desde un Unico sitio de administracion a la mayoria de los
tejidos. Una vez que la enzima ha sido ampliamente distribuida, las células deben absorberla. La base para que se
produzca la absorcién en las células se encuentra en una caracteristica exclusiva de las enzimas lisosomales. Las
enzimas lisosomales constituyen una clase distinta de glicoproteinas definidas por el fosfato en la posicion 6 de los
restos de manosa terminales. La manosa-6-fosfato esta unida con alta afinidad y especificidad por un receptor que
se encuentra en la superficie de la mayoria de las células (Munier-Lehmann et al., Biochem. Soc. Trans. 24(1): 133-
136, 1996; Marnell et al., J. Cell. Biol. 99(6): 1907-1916, 1984). El receptor de manosa-6-fosfato (MPR), que tiene
dos sitios de unidon a manosa-6-fosfato por cadena de polipéptidos (Tong et al., J. Biol. Chem. 264: 7962-7969,
1989), dirige la absorcion de la enzima desde la sangre a los tejidos y después actia como mediador en el
direccionamiento intracelular al lisosoma.

La produccion a gran escala de enzimas lisosomales implica la expresiéon en lineas celulares de mamifero. El
objetivo es la secrecion predominante de enzimas recombinantes en el medio de crecimiento circundante para la
recogida y procesamiento aguas abajo. En un sistema ideal para la produccion a gran escala de enzimas
lisosomales, la enzima deberia fosforilarse eficazmente y después dirigirse principalmente hacia la superficie celular
(es decir, para la secrecion), en lugar de principalmente al lisosoma. Como se ha descrito anteriormente, esta
distribucion de las enzimas fosforiladas lisososomales es exactamente lo contrario de lo que ocurre en las células
normales. La fabricacién de lineas celulares utilizadas para la produccion de enzimas lisosomales se centra en
maximizar el nivel de manosa-6-fosfato por mol de enzima, pero se caracteriza por una productividad especifica
baja. Intentos realizados in vitro para producir enzimas lisosomales que contengan altos niveles de residuos de
manosa-6-fosfato han dado como resultado diversos aciertos (Canfiel et al., Patente de Estados Unidos N.°
6.537.785). La enzima presenta in vitro altos niveles de manosa-6-fosfato, asi como altos niveles de manosa
terminal no modificada. La competicion entre los receptores de manosa-6-fosfato y los de manosa para la enzima
lisosomal da como resultado la necesidad de altas dosis de enzima para su eficacia y puede conducir a una mayor
inmunogenicidad en detrimento del sujeto que se esta tratando.

Las sulfatasas constituyen una subclase exclusiva de enzimas lisosomales. Las sulfatasas escinden ésteres sulfato
de diversos sustratos, incluyendo, por ejemplo, esteroides, carbohidratos, proteoglucanos y glucolipidos. Todas las
sulfatasas eucariotas conocidas contienen un resto de cisteina en su sitio catalitico. La actividad sulfatasa requiere
modificacion postraduccional de este resto de cisteina en C,-formilglicina (FGIly). La activacion enzimatica
postraduccional de cisteina a FGly se produce en el reticulo endoplasmatico en sulfatasas desplegadas
inmediatamente después de la traduccion, antes de dirigir las sulfatasas al lisosoma (Dierks et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94: 11963-11968, 1997). La enzima generadora de formilglicina que cataliza esta reaccion es el factor de
modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1). La importancia de esta modificacion postraduccional exclusiva se pone de
manifiesto por el hecho de que las mutaciones en SUMF1, que producen la formacion deteriorada de FGly en las
enzimas sulfatasas lisosomales, causan Deficiencia Mdltiple de Sulfatasa (MSD) en el hombre (Diez-Ruiz et al.,
Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 6:355-379, 2005).
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Por consiguiente, la eficacia terapéutica de una preparacion de enzima sulfatasa lisosomal depende del nivel de
manosa-6-fosfato, y de la presencia de enzima activa en esa preparacion.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de un sistema eficiente y productivo para la fabricacion a gran escala
de enzimas sulfatasas lisosomales altamente fosforiladas, activas, para el tratamiento de trastornos por depésito
lisosomal causados por, o asociados a, una deficiencia de dichas enzimas sulfatasas lisosomales.

Sumario de la invencién

La presente invencion se relaciona con el descubrimiento de que cuando se disefia un derivado de la linea celular
CHO-K1 (denominada G71) que es defectuosa en la acidificacion endosomal para expresar el factor de modificacion
1 de sulfatasas (SUMF1) humano, recombinante, las células G71 modificadas producen altos rendimientos de
enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes altamente fosforiladas, activas, en parte impidiendo la pérdida de
material al compartimento lisosomal de la linea celular de fabricaciéon. En una realizacion, la invencién proporciona
una linea celular del grupo de complementacion END3 que coexpresa el SUMF1 humano recombinante y la N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante, dando como resultado altos rendimientos de
enzima altamente fosforilada, activa. Lineas celulares ejemplares son G71, G71 S y sus derivados, que conservan la
propiedad deseada de G71, es decir, la capacidad de producir altos rendimientos de enzimas sulfatasas lisosomales
recombinantes altamente fosforiladas, activas. Esta aplicacion de una linea celular CHO-K1 modificada del grupo de
complementacion END3 que coexpresa el SUMF1 humano recombinante y una enzima sulfatasa lisosomal
recombinante seria especialmente Util para la fabricacién de enzimas sulfatasas lisosomales altamente fosforiladas,
activas, para su uso en el tratamiento de enfermedades por depdsito lisosomal por terapia de reemplazo enzimatico
(ERT).

En el presente documento se ensefia un nuevo método de produccién de enzimas sulfatasas lisosomales humanas
recombinantes, altamente fosforiladas, activas, o fragmentos, mutantes, variantes o derivados de las mismas,
bioldgicamente activos, en una célula CHO del grupo de complementacion END3 o derivada de la misma, en
cantidades que permiten su uso terapéutico. Un método que puede comprender las etapas de: (a) cultivar una célula
del grupo de complementacién END3 derivada de CHO o derivada de la misma; (b) preparar un primer vector de
expresion de mamifero capaz de expresar la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante altamente fosforilada
activa o fragmento, mutante, variante o derivado de la misma, biolégicamente activo, en la célula del grupo de
complementacion END3 derivada de CHO o derivada de la misma; (c) preparar un segundo vector de expresion de
mamifero capaz de expresar el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano recombinante o fragmento,
mutante, variante o derivado del mismo, biolégicamente activo, en la célula del grupo de complementacion END3
derivada de CHO o derivada de la misma; (d) transfectar la célula del grupo de complementaciéon END3 derivada de
CHO o derivada de la misma, con el primer y segundo vectores de expresion; (e) seleccionar y clonar un
transfectante de una célula del grupo de complementacion END3 derivada de CHO o derivada de la misma que
exprese la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante altamente fosforilada, activa, o un fragmento, mutante,
variante o derivado de la misma, biolégicamente activo; y (f) optimizar un método de proceso de cultivo celular para
fabricar la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante altamente fosforilada o un fragmento, mutante, variante
o derivado de la misma, biolégicamente activo. La enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante puede
seleccionarse del grupo que consiste en arilsulfatasa A (ARSA), arilsulfatasa B (ARSB), iduronato-2-sulfatasa (IDS),
sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa (SGSH), N-acetilglucosamina-sulfatasa (G6S) y N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS).

El método desvelado en el presente documento puede implicar las etapas de transfectar un ADNc que codifica toda
o parte de la enzima sulfatasa lisosomal y un ADNc que codifica todo o parte del SUMF1 humano en una célula del
grupo de complementacion END3 derivada de CHO o derivada de la misma. El primer y segundo vectores de
expresion, que son capaces de expresar la codificacion de la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante
altamente fosforilada activa y el SUMF1 humano, respectivamente, pueden transfectarse simultaneamente en la
célula del grupo de complementacion END3 derivada de CHO o derivada de la misma. El primer y segundo vectores
de expresion pueden transfectarse en la célula del grupo de complementacion END3 derivada de CHO o derivada
de la misma secuencialmente. Puede utilizarse un ADNc que codifique una enzima sulfatasa lisosomal humana de
longitud completa. También puede usarse un ADNc que codifique un fragmento, mutante, variante o derivado de los
mismos biolégicamente activos. También puede usarse un ADNc que codifique un SUMF1 humano de longitud
completa. También puede usarse un ADNc que codifique un fragmento, mutante, variante o derivado de los mismos
bioldgicamente activos. Pueden usarse vectores de expresion multiples para transferir los ADNc de la enzima
sulfatasa lisosomal humana y de SUMF1 humano, simultanea o secuencialmente en el grupo de complementacion
END3 derivado de CHO o derivado de la misma. Puede usarse un solo vector de expresion para transferir los ADNc
de la enzima sulfatasa lisosomal humana y de SUMF1 humano simultaneamente en la célula del grupo de
complementacion END3 derivada de CHO o derivada de la misma. La célula del grupo de complementacion END3
derivado de CHO o derivada de la misma puede ser una linea celular G71, una linea celular G71 S, o una derivada
de G710 G71 S.

En el presente documento se ensefia un método que puede comprender la produccién de una enzima sulfatasa
lisosomal humana recombinante altamente fosforilada activa, por ejemplo, arilsulfatasa A (ARSA), arilsulfatasa B
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(ARSB), iduronato-2-sulfatasa (IDS), sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa (SGSH), N-acetilglucosamina-sulfatasa (G6S)
y N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS), de una linea celular CHO del grupo de complementacion END3 o
derivada de la misma. En el presente documento se ensefia un método que puede comprender la produccion de la
N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante altamente fosforilada activa a partir de una linea
celular CHO de grupo de complementacién END3 o derivada de la misma. Una linea celular del grupo de
complementacion END3 es cualquier linea celular CHO modificada que conserva las propiedades de una linea
celular del grupo de complementacion END3, tal como acidificacion endosomal defectiva. La célula del grupo de
complementacion END3 derivada de CHO o derivada de la misma puede ser una linea celular G71, una linea celular
G71 S o una derivada de G710 G71 S.

En el presente documento se desvela una linea celular de mamifero deficiente en acidificacion endosomal
caracterizada por su capacidad para producir enzimas sulfatasa lisosomales humanas recombinantes altamente
fosforiladas activas en cantidades que permiten el uso terapéutico de la enzima sulfatasa lisosomal. En el presente
documento se desvelan lineas celulares del grupo de complementaciéon END3 derivadas de CHO-K1 denominadas
G71, G71S o derivadas de las mismas, que pueden producir altos rendimientos de enzimas sulfatasas lisosomales
humanas recombinantes altamente fosforiladas activas, permitiendo de este modo la producciéon a gran escala de
dichas enzimas sulfatasas lisosomales terapéuticas. La linea celular puede expresar y secretar una enzima sulfatasa
lisosomal humana recombinante en cantidades de al menos aproximadamente 0,5, preferentemente de al menos
aproximadamente 0,75, mas preferentemente de al menos aproximadamente 1,0 e incluso mas preferentemente de
al menos aproximadamente 1,25 picogramos/célula/dia.

Una linea celular de grupo de complementacion END3 es cualquier linea celular CHO modificada que conserva las
propiedades de una linea celular del grupo de complementacién ENDS3, tal como acidificacion endosomal
defectuosa. La linea celular CHO de grupo de complementacion END3 puede derivar de G71 o de un derivado de la
misma puede comprender (a) un vector de expresion para el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1)
humano recombinante y (b) un vector de expresion para enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante, en el
que la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante puede seleccionarse del grupo que consiste en
arilsulfatasa A (ARSA), arilsulfatasa B (ARSB), iduronato-2-sulfatasa (IDS), sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa (SGSH),
N-acetilglucosamina-sulfatasa (G6S) y N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS). La linea celular CHO del grupo
de complementacion END3 puede comprender el vector de expresion para la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS) humana recombinante. La linea celular CHO del grupo de complementacion END3 puede expresar y
segregar la GALNS humana recombinante. La linea celular CHO del grupo de complementacién END3 puede
seleccionarse del grupo que consiste en el clon 4, clon 5, clon C6, clon C2, clon C5, clon C7, clon C10, clon C11y
clon C30. La linea celular CHO del grupo de complementacion END3 puede ser el clon C2. La linea celular CHO del
grupo de complementacion END3 puede adaptarse para el crecimiento en suspension.

En el presente documento se desvelan enzimas sulfatasas lisosomales humanas recombinantes producidas de
acuerdo con los métodos ensefiados en el presente documento y por lo tanto presentes en cantidades que permiten
el uso terapéutico de las enzimas sulfatasas lisosomales. Las enzimas sulfatasas lisosomales pueden ser proteinas
de longitud completa, o fragmentos, mutantes, variantes o derivados de las mismas. La enzima sulfatasa lisosomal o
fragmento, mutante, variante o derivado de la misma, puede modificarse segun se desee para potenciar su
estabilidad o sus propiedades farmacocinéticas (por ejemplo, PEGilacion, mutagénesis, fusion, conjugacion). La
enzima puede ser una enzima sulfatasa lisosomal humana, un fragmento de la enzima sulfatasa lisosomal humana
que tiene una actividad bioldgica de una enzima sulfatasa nativa, o un polipéptido que tiene homologia de secuencia
de aminoacidos sustancial con la enzima sulfatasa lisosomal humana. La enzima sulfatasa lisosomal puede ser una
proteina de secuencia humana o de mamifero, de origen o derivacion. La enzima sulfatasa lisosomal puede ser tal
que su deficiencia cause una enfermedad humana, tal como la Leucodistrofia Metacromatica o MLD (es decir,
arilsulfatasa A (ARSA)), el sindrome de Maroteaux-Lamy o MPS VI (es decir, arilsulfatasa B (ARSB)), el sindrome de
Hunter o MPS Il (es decir, iduronato-2-sulfatasa (IDS)), el sindrome de Sanfilippo A o MPS llla (es decir,
sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa (SGSH)), el sindrome de Sanfilippo D o MPS llid (es decir, N-acetilglucosamina-
sulfatasa (G6S)) y el Sindrome de Morquio A o MPS IVa (es decir, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)). La
enzima sulfatasa lisosomal puede ser tal que su deficiencia cause el sindrome de Morquio A o MPS IVa (es decir, N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)). La enzima sulfatasa lisosomal puede ser tal que su deficiencia esté
asociada a una enfermedad humana, tal como una Deficiencia Multiple de Sulfatasa o MSD (es decir, N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)).

La enzima sulfatasa lisosomal puede ser también de origen o de derivacion de secuencia humana o mamifero. La
secuencia de aminoacidos de la enzima sulfatasa lisosomal puede ser idéntica a la parte correspondiente de una
secuencia de aminoacidos de la enzima sulfatasa lisosomal de ser humano o de mamifero. El residuo polipeptidico
puede ser la enzima sulfatasa lisosomal nativa del ser humano o del mamifero. El polipéptido de la enzima sulfatasa
lisosomal puede ser sustancialmente homdlogo (es decir, al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idéntico en la secuencia de aminoacidos) en toda la longitud del polipéptido, a la secuencia de aminoacidos de
la enzima sulfatasa lisosomal nativa de la enzima de ser humano o de mamifero. La enzima sulfatasa lisosomal
puede ser N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana. La secuencia de aminoacidos de la GALNS humana
se expone en la SEQ ID NO: 4, cuyos aminoacidos 27 a 522 corresponden a la proteina precursora secretada. La
enzima GALNS puede comprender o constar de una secuencia de aminoacidos al menos aproximadamente95 %,
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96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a los aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID NO: 4, o una secuencia idéntica a los
aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID NO: 4. La enzima GALNS conserva preferentemente los aminoacidos del sitio
catalitico correspondientes a la Cys en la posiciéon 53 de la proteina precursora secretada (aminoacido 79 de SEQ ID
NO: 4), que tiene la capacidad de convertirse a C,-formilglicina. La enzima GALNS también puede conservar otros
aminoacidos en la cavidad del sitio activo, incluyendo al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 o todos los aminoacidos
cargados: Asp288, Asn289, Asp39, Asp54, His236, Lys140, His142, Lys310 y la hélice-a.: Arg83. Sukegawa, Human
Molecular Genetics, 2000, Vol. 9, n.° 9 1283-1290, describe mutaciones adicionales que disminuyen la actividad de
GALNS en pacientes y correlaciona la gravedad de varias mutaciones con su localizacién tridimensional respectiva
dentro de la enzima.

La enzima sulfatasa lisosomal desvelada en el presente documento puede ser una enzima sulfatasa lisosomal
humana recombinante altamente fosforilada producida por una linea celular deficiente en acidificacion endosomal,
por ejemplo, una linea celular del grupo de complementacion END3 derivada de CHO. Una linea celular del grupo de
complementacion END3 es cualquier linea celular CHO modificada que conserve las propiedades de una linea
celular del grupo de complementacion END3, tal como acidificacion endosomal defectuosa La célula del grupo de
complementacion END3 derivada de CHO desvelada en el presente documento o derivada de la misma puede ser
una linea celular G71, una linea celular G71S, o una derivada de G71 o G71S. La enzima sulfatasa lisosomal
desvelada en el presente documento puede producirse por cualquier célula hospedadora, por ejemplo, por cualquier
linea de célula CHO o derivada de célula CHO, cultivada en condiciones que permitan la expresion y secrecion de la
enzima sulfatasa lisosomal recombinante altamente fosforilada a un rendimiento relativamente alto, por ejemplo, en
cantidades de al menos aproximadamente 0,5, de al menos aproximadamente 0,75, de al menos aproximadamente
1,0 o de al menos aproximadamente 1,25 picogramos/célula/dia.

La enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante desvelada en el presente documento puede tener un alto nivel
de oligosacaridos fosforilados (es decir, mayor de aproximadamente 0,25, preferentemente mayor de 0,5 y mas
preferentemente mayor de aproximadamente 0,75 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina).

En el presente documento se desvela una enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante, por ejemplo, GALNS,
con un alto nivel especifico de oligosacaridos fosforilados. Por ejemplo, la enzima sulfatasa lisosomal desvelada en
el presente documento puede tener de 0,5 a 1,0 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina
monomeérica, o de 0,5 a 0,9 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomeérica, o de 0,5
a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomérica, o de 0,5 a 0,75 cadenas de
oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomérica o de 0,54 a 0,75 cadenas de oligomanosa bis-
fosforiladas por cadena proteina monomérica. Se contemplan otros intervalos similares, por ejemplo, al menos 0,4,
0,45, 05, 0,55, 0,6 o 0,65 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomeérica, hasta 0,7,
0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 0,98 o 1,0 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomérica, o
mediante cualquier combinacion de cualquiera de estos nimeros. La enzima puede ser una N-acetilgalactosamina-
6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante, por ejemplo, de SEQ ID NO: 4.

La enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante desvelada en el presente documento puede tener un alto
porcentaje (es decir, de al menos aproximadamente 50 %, 55 %, 60 % o 65 %, preferentemente de al menos
aproximadamente 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 %) de conversion del resto de cisteina en el sitio activo en C,-
formilglicina (FGly). En realizaciones preferidas, la enzima es una N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
humana recombinante activa y el resto de cisteina en el sitio activo es la Cys en la posicion 53 (posicion 79 de SEQ
ID NO: 4).

La enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante desvelada en el presente documento puede tener un alto nivel
de oligosacaridos fosforilados, por ejemplo, cualquiera de los intervalos o niveles de cadenas de oligomanosa bis-
fosforiladas por cadena de proteina monomérica descritos en el presente documento, junto con un alto porcentaje de
conversion del resto de cisteina en el sitio activo en C,-formilglicina (FGly), por ejemplo, cualquiera de los
porcentajes descritos en el presente documento. La enzima desvelada en el presente documento puede ser una N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante altamente fosforilada activa, por ejemplo, de SEQ
ID NO: 4.

En el presente documento se desvela que al menos el 99,5 %, al menos el 99 %, al menos el 98,5 %, al menos el
98 %, al menos el 97 %, al menos el 95 %, al menos el 90 %, al menos el 85 %, al menos el 80 %, al menos el 75 %,
al menos el 70 %, o al menos el 65 % de la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante, por ejemplo, GALNS
(SEQ ID NO: 4), esta en forma precursora, determinada por tincion con Azul de Coomassie cuando se somete a
SDS-PAGE en condiciones reductoras o a electroforesis capilar en gel con SDS (SDS-CGE).

Ademas, la enzima sulfatasa lisosomal, por ejemplo, GALNS (SEQ ID NO: 4), también exhibe opcionalmente una
actividad especifica que es al menos aproximadamente 30 % (por ejemplo, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 10 veces, 15 veces, 20
veces, 30 veces, 40 veces o 50 veces) mayor que la actividad especifica de una enzima sulfatasa lisosomal control
de la misma secuencia de aminoacidos que se ha producido en células hospedadoras (por ejemplo, células CHO o
células derivadas de CHO) que no expresa SUMF1 humano recombinante.
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La enzima sulfatasa lisosomal descrita, por ejemplo, GALNS (SEQ ID NO: 4), puede exhibir una absorcion
especifica (Kabsorcion) en fibroblastos que es de aproximadamente 0,1 a 10 nM, o de aproximadamente 0,1 a 7 nM,
o de aproximadamente 0,5 a 5 nM, o de aproximadamente 1 a 5 nM, o de aproximadamente 1 a 3,5 nM, de
aproximadamente 1 nM, de aproximadamente 1,5 nM, de aproximadamente 2 nM, de aproximadamente 2,5 nM, de
aproximadamente 3 nM o de aproximadamente 3,5 nM, o cualquier combinacién de cualquiera de estos nimeros.

En el presente documento se desvela que al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 55 %,
al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 65 %, al menos aproximadamente el 70 %, al
menos aproximadamente el 75 %, o al menos aproximadamente el 80 % de la enzima sulfatasa lisosomal humana
recombinante, por ejemplo, GALNS (SEQ ID NO: 4), se une a una columna de receptor de manosa-6-fosfato.

De acuerdo con este aspecto, se proporcionan preparaciones purificadas de la enzima GALNS en las que la enzima
GALNS (SEQ ID NO: 4) tiene una pureza de al menos aproximadamente 95 %, 97 %, 98 % o 99 %, determinada por
tincion con Azul de Coomassie cuando se somete SDS-PAGE en condiciones no reductoras.

En algunas realizaciones, una cantidad significativa del componente enzimatico GALNS de la preparacion purificada
esta en forma precursora secretada (por ejemplo, al menos 98 %, 98,5 %, 99 % o 99,5 % en forma precursora),
determinada por tincién con Azul de Coomassie cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones reductoras o por
otro método de deteccion de precursor (por ejemplo, SDS-PAGE en condiciones reductoras con tincion Azul de
Coomassie o plata, o a separacion cromatografica por HPLC (por ejemplo, fase inversa (RP) C4, RP C3) o
cromatografia de exclusion por tamafo (SEC), o una combinacién de separacion electroforética y separacion
cromatografica, por ejemplo, SDS-PAGE seguida de electroforesis capilar en gel con SDS (SDS-CGE).

En realizaciones particulares, el componente enzimatico GALNS de la preparacién purificada tiene un alto nivel de
oligosacaridos fosforilados, por ejemplo, cualquiera de los intervalos o niveles de cadenas de oligomanosa bis-
fosforiladas por cadena de proteina monomeérica descrita en el presente documento, junto con un alto porcentaje de
conversion del resto de cisteina en el sitio activo en C,-formilglicina (FGly), por ejemplo, cualquiera de los
porcentajes descritos en el presente documento. En realizaciones mas particulares, la preparacion purificada tiene
una Kabsorcién como se describe en el presente documento.

En aspectos relacionados, la invenciéon proporciona composiciones estériles que contienen la enzima GALNS
purificada por métodos descritos en el presente documento, junto con un diluyente, transportador y/o excipiente
estéril, farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones estériles pueden adoptar la forma de soluciones o polvo
liofilizado, opcionalmente en viales, que pueden reconstituirse por la adicién de un diluyente estéril.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un método para purificar enzimas GALNS humanas recombinantes
producidas por los métodos ensefiados en el presente documento. Las enzimas sulfatasas lisosomales desveladas
en el presente documento pueden purificarse usando un proceso en dos columnas (cromatografia de colorante-
ligando, por ejemplo, Azul Sefarosa y cromatografia de intercambio de cationes, por ejemplo, SE Hi-Cap) que
comprende al menos cinco etapas de purificacion: (1) filtrar lo recogido, es decir, el medio de cultivo de una linea
celular CHO del grupo de complementacion END3 o derivada de la misma que exprese el factor de modificacion 1
de sulfatasas (SUMF1) humano y la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante; (2) ajustar el pH de lo
recogido filtrado a pH 4,5 (para inducir la precipitacion de proteinas contaminantes); (3) cargar lo recogido, filtrado y
ajustado de pH, sobre una columna de colorante-ligando, por ejemplo, columna de Azul Sefarosa, lavar la columna y
eluir la enzima sulfatasa lisosomal de la columna; (4) cargar el eluato de la columna de colorante- ligando sobre una
columna de intercambio de cationes, por ejemplo, una columna SE Hi-Cap, lavar la columna y eluir la enzima
sulfatasa lisosomal de la columna; y (5) ultrafiltrar y diafiltrar el eluato del intercambio de cationes. Opcionalmente, lo
recogido filtrado en la etapa (1) se concentra 10-20 veces por ultrafiltracion antes de ajustar el pH. Opcionalmente, la
enzima sulfatasa lisosomal ultrafiltrada y diafiltrada en la etapa (5) se formula en un tampén de formulaciéon. En una
realizacion particularmente preferida, la enzima lisosomal es una N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
humana recombinante.

Las enzimas sulfatasas lisosomales desveladas en el presente documento pueden purificarse usando un proceso de
tres columnas (cromatografia de captura, por ejemplo, SE Hi-Cap de intercambio de cationes; cromatografia
intermedia, por ejemplo, Capto Blue de colorante-ligando, Sefarosa FF Quelante con Zinc o Capto Adhere; y
cromatografia de pulido, por ejemplo, ToyoPearl Butyl 650M, Fenil Sefarosa Hi-Sub o Fenil Sefarosa Low-Sub) que
comprende al menos cinco etapas de purificacion: (1) la ultrafiltracion de lo recogido, es decir, medio de cultivo de
una linea celular CHO del grupo de complementacion END3 o derivada de la misma que exprese el factor de
modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano y la enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante, por ejemplo,
mediante Casetes de Sartocon (30 kDa, Hydrosart); (2) ajustar el pH de lo recogido filtrado a pH 4,5 (para inducir la
precipitacion de las proteinas contaminantes); (3) cargar lo recogido filtrado y ajustado de pH en una columna de
captura, por ejemplo, intercambio de cationes Fractogel EMD SE Hi-CAP (M), lavar la columna y eluir la enzima
sulfatasa lisosomal de la columna; (4) cargar el eluato de la columna de captura sobre una columna intermedia, por
ejemplo, Capto Blue de colorante-ligando, Sefarosa FF Quelante con Zinc o Capto Adhere, lavar la columna y
eluyendo la enzima sulfatasa lisosomal de la columna; y (5) cargar el eluato en una columna de pulido, por ejemplo,
ToyoPearl Butyl 650M, Fenil Sefarosa Hi-Sub o Fenil Sefarosa Low-Sub, lavar la columna y eluir la enzima sulfatasa
lisosomal de la columna. La enzima sulfatasa lisosomal eluida de la etapa (5) se formula en un tampén de
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formulacién. Opcionalmente, la enzima sulfatasa lisosomal eluida de la etapa (5) se ultrafilira y después se formula
en un tampodn de formulacion. Opcionalmente, la enzima sulfatasa lisosomal de la columna en la etapa (4) se expone
a pH 3,5 para la inactivacion de virus a pH bajo antes de cargarla sobre la columna de pulido en la etapa (5). En una
realizacion particularmente preferida, la enzima sulfatasa lisosomal es una N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS) humana recombinante.

La presente invencion proporciona un método de purificaciéon de una N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
humana recombinante, comprendiendo dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %
idéntica a los aminoacidos 27 a 522 de la SEQ ID NO: 4, en el que dicha enzima GALNS tiene una pureza de al
menos 95 % determinada por Tincién con Azul de Coomassie cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones no
reductoras, tiene una conversion de al menos 50 % del resto de cisteina en la posicion 53 en C,-formilglicina (FGly),
y tiene entre 0,5 a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomérica, y en el que al
menos el 98 % de dicha enzima GALNS esta en forma precursora determinada por electroforesis capilar en gel con
dodecil sulfato sédico (SDS-CGE), que comprende:

a) la filtracién de un medio de cultivo que contiene la enzima GALNS segregada de una linea celular de mamifero
que expresa el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano y la enzima GALNS humana
recombinante, la ultrafiltracion/diafiltracion del medio de cultivo filtrado, mediante el cual el medio de cultivo
ultrafiltrado/diafiltrado se concentra a aproximadamente 20X, y la filtracion en carbén vegetal del medio de cultivo
ultrafiltrado/diafiltrado 20 X concentrado;

b) la carga del medio del cultivo ultrafiltrado/diafiltrado 20X filtrado en carbéon vegetal de la etapa a) en una
columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn, el lavado de la columna en condiciones tales que la enzima
GALNS se retenga en la columna y la elucion de la enzima GALNS de la columna;

c) la filtracion del eluato de la columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn en la etapa b) a través de un
filtro para eliminar virus;

d) el ajuste del pH del eluato del filtrado de la columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn de la etapa c)
a aproximadamente pH 4,5 + 0,1 y la filtracion del eluato del filirado de la columna de captura de Sefarosa FF
quelante con Zn ajustado a pH 4,5;

e) la carga del filtrado de la columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn ajustado a pH 4,5 de la etapa d)
en una columna de intercambio de cationes Fractogel EMD SE Hi-Cap, el lavado de la columna en condiciones
tales que la enzima GALNS se retenga en la columna, y la elucion de la enzima GALNS de la columna;

f) el ajuste del pH del eluato de la columna de intercambio de cationes Fractogel EMD SE Hi-Cap de la etapa €) a
aproximadamente pH 3,5 £ 0,1 para la inactivacion de virus;

g) el ajuste del eluato que ha experimentado inactivacion de virus a pH 3,5 de la etapa f) a aproximadamente pH
5,0, después, la carga del eluato que ha experimentado inactivacion de virus ajustado a pH 5,0 en una columna
de pulido ToyoPearl Butyl 650 M, el lavado de la columna en condiciones tales que la enzima GALNS se retenga
en la columna, y la elucién de la enzima GALNS de la columna;

h) el cambio de tampdn del eluato de la columna de pulido ToyoPearl Butyl 650 M de la etapa g) en una
formulacién que comprenda NaOAc/HOAc 20 mM, NaH2PO4 50 mM, HCI arginina 30 mM, sorbitol al 2 % (p/v),
pH 5,4 y el ajuste de la concentracion de la enzima GALNS en la formulacién a aproximadamente 3 mg/mi;

i) la retirada de cualquier virus y/o ADN residual filtrando la formulaciéon cuyo tampon se ha cambiado en la etapa
h) con un filtro DV20 y un filtro Mustang Q; y

j) la adicién de polisorbato 20 (PS20) a la formulacioén en la etapa i) a una concentracion final de 0,01 % (p/v).

En algunas realizaciones, lo recogido se recoge en la etapa (1) a un pH de aproximadamente 6,5. En algunas
realizaciones, el filtro de carbon vegetal en la etapa (1) es un filiro de Carbdn Zeta Plus R55 activado. En algunas
realizaciones, la columna de captura en la etapa (2) es una columna Zn-IMAC en la que la columna Zn-IMAC es una
columna de Sefarosa FF quelante con Zn. En algunas realizaciones, el filtro en la etapa (3) es un filiro Mustang Q.
En algunas realizaciones, el pH acido del eluato o eluato filirado de la etapa (2) o (3) se ajusta en la etapa (4) a
aproximadamente 4,5 + 0,1. En algunas realizaciones, la columna intermedia en la etapa (5) es una columna de
intercambio de cationes en la que la columna de intercambio de cationes una columna Fractogel EMD SE Hi-Cap.
En algunas realizaciones, el pH bajo del eluato de la columna intermedia de la etapa (6) se ajusta en la etapa (6) a
aproximadamente 3,5 + 0,1. En algunas realizaciones, la columna de pulido en la etapa (7) es una columna de
cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) en la que la columna HIC es una columna ToyoPearl Butyl 650M.

En algunas realizaciones, la formulacion comprende NaOAc/HOAc 20 mM, NaH,PO4 50 mM, HCI arginina 30 mM,
sorbitol al 2 % (p/v), pH 5,4. En algunas realizaciones, el tensioactivo no i6nico es polisorbato 20 (PS20). En algunas
realizaciones, la concentracion de la enzima sulfatasa lisosomal en la formulacion se ajusta a aproximadamente 3
mg/ml. En algunas realizaciones, el filtro para virus es un filtro DV20 vy el filiro para ADN es un filiro Mustang Q. En
algunas realizaciones, el tensioactivo no ionico afiadido a la formulacién es polisorbato 20 (PS20) a una
concentracion final de 0,01 % (p/v).

En el presente documento se desvela una preparacion purificada de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
humana recombinante altamente fosforilada activa o un mutante, variante o derivado de la misma biolégicamente
activo util para el tratamiento de un sujeto que padece Mucopolisacaridosis de tipo IVa (MPS IVa) o sindrome de
Morquio A. En una realizacién preferida, la preparacion purificada de GALNS humana recombinante altamente
fosforilada activa tiene un componente enzimatico GALNS que tiene: (a) una pureza de al menos aproximadamente
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95 %, 97 %, 98 % 0 99 % determinada por tincion con Azul de Coomassie o plata cuando se somete a SDS-PAGE
en condiciones no reductoras; (b) al menos aproximadamente una conversion de 80 %, 85 %, 90 % o0 95 % del resto
de cisteina en la posicion 53 en C,-formilglicina (FGly) (posicion 79 de SEQ ID NO: 4); (c) glicosilaciéon unida a N en
los restos de asparagina en las posiciones 178 y 397, en la que algunas de las cadenas de oligomanosa unidas al
resto de asparagina en la posicion 178 estan bis-fosforiladas; (d) de 0,5 a 0,8, o de 0,5 a 0,75, o de 0,54 a 0,75
cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomeérica (por ejemplo, al menos 0,5, 0,55, 0,6 o
0,65 y hasta 0,7, 0,75 o 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomérica o
cualquier combinacion de estos nimeros); y (e€) al menos 98 %, 98,5 %, 99 % 0 99,5 % de la enzima GALNS esta en
forma precursora determinada por tincion con Azul de Coomassie cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones
reductoras o por electroforesis capilar en gel con SDS (SDS-CGE). Ademas, la enzima GALNS también puede
opcionalmente (f) exhibir una actividad especifica que es al menos aproximadamente 30 % (por ejemplo, 35 %,
40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces o 50 veces) mayor que la actividad especifica de una
enzima GALNS de control de la misma secuencia de aminoacidos que se ha producido en las células hospedadoras
(por ejemplo, células CHO o células derivadas de CHO) que no expresan el SUMF1 humano recombinante.
Opcionalmente, la enzima GALNS exhibe una absorciéon especifica (Kabsorcion) en fibroblastos que es de
aproximadamente 0,1 a 10 nM, o de aproximadamente 0,1 a 7 nM, o de aproximadamente 0,5 a 5 nM, o de
aproximadamente 1 a 5 nM, o de aproximadamente 1 a 3,5 nM, de aproximadamente 1 nM, de aproximadamente
1,5 nM, de aproximadamente 2 nM, de aproximadamente 2,5 nM, de aproximadamente 3 nM o de aproximadamente
3,5 nM o cualquier combinacién de cualquiera de estos nimeros.

La GALNS humana recombinante altamente fosforilada, activa, purificada consta de una banda principal de
aproximadamente 55-60 kDa (es decir, siendo la GALNS humana precursora al menos 98 %, al menos 98,5 %, al
menos 99 % o al menos 99,5 % de las proteinas visibles) y de bandas minoritarias a ~ 39 kDa y ~ 19 kDa (es decir,
siendo la GALNS humana madura o procesada menos de aproximadamente 2 %, menos de aproximadamente
1,5 %, menos de aproximadamente 1 % o menos de aproximadamente 0,5 % de las proteinas visibles) determinada
por SDS-CGE. En una realizaciéon particularmente preferida, la GALNS humana recombinante altamente fosforilada
altamente, activa, purificada consta esencialmente de una sola banda de aproximadamente 55-60 kDa (es decir,
GALNS humana precursora) cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones reductoras, o determinada por SDS-
CGE. En una realizacion, la GALNS humana recombinante altamente fosforilada, activa, purificada es para su uso
en tratamiento de MPS [IVa o sindrome de Morquio A.

La linea del grupo de complementacion END3 derivada de CHO o una derivada de la misma, es una linea celular
G71, una linea celular G71 S o una derivada de G71 o de G71 S como se ensefia en el presente documento.

En el presente documento también se ensefia un método de terapia de reemplazo enzimatico, administrando una
cantidad terapéuticamente eficaz de enzima sulfatasa lisosomal a un sujeto que necesite la terapia de reemplazo
enzimatico, en el que las células del paciente tienen lisosomas que contienen cantidades insuficientes de la enzima
sulfatasa lisosomal para impedir o reducir dafios en las células, mediante lo cual cantidades suficientes de la enzima
sulfatasa lisosomal entra en los lisosomas para impedir o reducir dafios en las células. Las células pueden estar
dentro o fuera del SNC o no es preciso que salgan de la sangre por las paredes capilares cuyas células endoteliales
estan estrechamente selladas para la difusion de un agente activo por uniones estrechas.

La GALNS humana recombinante altamente fosforilada, activa, purificada por los métodos de la presente invencion
consta de una banda principal de aproximadamente 55-60 kDa (es decir, siendo la GALNS humana precursora al
menos aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 98,5 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos
aproximadamente 99,5 % de las proteinas visibles) y de bandas minoritarias a ~ 39 kDa y ~ 19 kDa (es decir, siendo
la GALN humana madura o procesada menos de 2%, menos de aproximadamente 1,5%, menos de
aproximadamente 1 % o menos de aproximadamente 0,5 % de las proteinas visibles) determinada por SDS-CGE.
En una realizacion mas particularmente preferida, la GALNS humana recombinante altamente fosforilada, activa,
purificada por los métodos de la presente invencién consta esencialmente de una sola banda de aproximadamente
55-60 kDa (es decir, la GALNS humana precursora) determinada por SDS-CGE.

En un aspecto se proporciona el uso de cualquier formulaciéon ensefiada en el presente documento que comprende
una enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante purificada en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un sujeto que padece Mucopolisacaridosis de tipo IV a (MPS IVa) o sindrome
de Morquio A.

En el presente documento se desvelan composiciones farmacéuticas que comprenden una enzima sulfatasa
lisosomal humana recombinante altamente fosforilada, activa como se describe anteriormente en el presente
documento y uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. La composicion
farmacéutica desvelada en el presente documento puede comprender una N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS) humana recombinante altamente fosforilada, activa producida por los métodos de la invencién y uno o mas
transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. Dichas composiciones farmacéuticas
pueden ser adecuadas para la administracion por diversas vias tales como administracion intratecal, parenteral,
tépica, intranasal por inhalacion u oral. Las composiciones farmacéuticas pueden ser adecuadas para administracion
parenteral. Las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente documento que pueden codificar las
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enzimas sulfatasas lisosomales de longitud completa o fragmentos, mutantes, variantes o derivados de las mismas
pueden administrarse in vivo en células que estan afectadas por una deficiencia enzimatica lisosomal.

La composicion farmacéutica desvelada en el presente documento puede comprender una N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana recombinante altamente fosforilada, activa, o un fragmento mutante, variante o derivado
de la misma, biolégicamente activo, producido por los métodos de la invencién y uno o mas transportadores,
diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables en una formulacién que comprende uno o mas agentes
tampdn y uno o mas estabilizantes. La composicion puede comprender una cantidad de tampdn fosfato eficaz para
reducir la desfosforilacion de dicha enzima GALNS; y una cantidad estabilizante de uno o mas estabilizantes
seleccionados de un grupo que consiste en sales de aminoacidos, tampones de aminoacidos, tensioactivos y
polioles; estando dicha formulacién a un pH de aproximadamente 5,0-5,8.

En algunas realizaciones, la enzima GALNS comprende una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a los
aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID NO: 4, y tiene: (i) una pureza de al menos aproximadamente 95 % determinada
por tincién con azul de Coomassie, cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones no reductoras, (ii) al menos
aproximadamente una conversion del 80 % del resto de cisteina en la posicion 53 en C-formilglicina (FGly), y (iii)
entre 0,5 a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomérica, en el que al menos el
95 % de dicha enzima GALNS esta en forma precursora, determinada por electroforesis capilar en gel con SDS. En
algunas realizaciones, la enzima GALNS tiene al menos aproximadamente un 90 % de conversion del resto de
cisteina en la posicion 53 a Cq-formilglicina (FGly). En algunas realizaciones, entre el 50 % al 80 % de la enzima
GALNS se une a una columna de receptor de manosa-6-fosfato. En algunas realizaciones, la enzima GALNS exhibe
una absorcion (Kabsorcion) especifica en fibroblastos que es de aproximadamente 1 a 5nM. En algunas
realizaciones, la enzima GALNS exhibe una absorcién especifica (Kabsorcion) en fibroblastos que es de
aproximadamente 1 a 3,5 nM.

La concentracion de la enzima GALNS en la formulaciéon es de aproximadamente 0,1 a 10 mg/ml, preferentemente
de aproximadamente 0,5 a 5 mg/ml y mas preferentemente de aproximadamente 0,5 a 1,5 mg/ml.

En determinadas realizaciones, la formulacién comprende una cantidad de tampon fosfato eficaz para reducir la
desfosforilacion de dicha enzima GALNS, en el que el tampoén fosfato es NaH,PO4. En una realizacion adicional, la
formulacion comprende adicionalmente un segundo tampén. En una realizacion el segundo tampén es un tampén de
acetato en el que el tampon de acetato es NaOAc/HOAc. En el apartado Descripcién Detallada se describen
ejemplos de tampones con mayor detalle.

Se contempla que la concentracion de NaOAc/HOAc en la formulacién es de aproximadamente 10 a 30 mM. En una
realizacion relacionada, la concentraciéon de NaHPO4 en la formulacién es de aproximadamente 25 a 75 mM. En
determinadas realizaciones, el pH de la formulacién es de aproximadamente 5,0-5,8.

La formulacién puede comprender una cantidad estabilizante de uno o mas estabilizantes seleccionados del grupo
que consiste en sales de aminoacidos, tampones de aminoacidos, tensioactivos y polioles. En una realizacion, el
estabilizante es una sal de arginina o un tampon, opcionalmente clorhidrato de arginina. En una realizacion
relacionada, el estabilizante es un polisorbato, opcionalmente polisorbato 20. El estabilizante puede ser un alcohol
de azucar trihidrico o superior, opcionalmente sorbitol. En el apartado Descripcion Detallada se describen ejemplos
de estabilizante con mayor detalle.

En determinadas realizaciones, los estabilizantes se seleccionan de clorhidrato de arginina o Tween-20 (polisorbato
20), y sorbitol. En algunas realizaciones, la concentracion de HCI arginina en la formulacion es de aproximadamente
10 a 50 mM. En ofra realizacion, la concentracion de Tween-20 es de aproximadamente 0,005 a 0,015 % (p/v). En
una realizacion relacionada, la concentracion de sorbitol en la formulacion es de aproximadamente 1,0 a 3,0 % (p/v).
En una realizacion, la formulacion comprende una sal o tampén de arginina, un polisorbato y un poliol.

La presente invencién proporciona una formulacién que comprende a) la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS) humana recombinante purificada por un método ensefiado en el presente documento, comprendiendo
dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a los aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID
NO: 4, y que tiene una pureza de al menos 95 %, determinada por tincion con azul de Coomassie, cuando se
somete a SDS-PAGE en condiciones no reductoras, que tiene una conversiéon de al menos 50 % del resto de
cisteina en la posicion 53 en Cy-formilglicina (FGly), y que tiene entre 0,5 a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-
fosforiladas por cadena proteina monomérica, en el que al menos el 98 % de dicha enzima GALNS esta en forma
precursora determinada por SDS-CGE, y b) uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables que comprenden: (i) una cantidad de tampon fosfato eficaz para reducir la desfosforilacion de dicha
enzima GALNS, en el que el tampodn fosfato es NaH,PO4 a una concentraciéon de aproximadamente 25 mM a
75 mM; y (ii) una cantidad estabilizante de lo siguiente: una sal o tampdn de arginina, opcionalmente clorhidrato de
arginina, en el que la sal o tampon de arginina esta a una concentracion de aproximadamente 10 mM a 50 mM; un
polisorbato, opcionalmente polisorbato 20; y un alcohol de azucar trihidrico o superior, opcionalmente sorbitol; en el
que dicha formulacion esta a un pH de aproximadamente 5,0-5,8.

La presente invencion proporciona también una formulacién que comprende a) una enzima N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana recombinante purificada por un método ensefiado en el presente documento,
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comprendiendo dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a los aminoacidos 27 a
522 de SEQ ID NO: 4, y que tiene una pureza de al menos 95 %, determinada por tincion con azul de Coomassie
cuando se somete SDS-PAGE en condiciones no reductoras que tiene una conversion de al menos 50 % del resto
de cisteina en la posicion 53 en Cq-formilglicina (FGly), y que tiene entre 0,5 a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-
fosforiladas por cadena proteina monomérica, en el que al menos el 98 % de dicha enzima GALNS esta en forma
precursora, determinada por tincién con azul de Coomassie cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones
reductoras, y b) uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables que
comprenden: (i) NaOAc/HOAc y NaH;PO, como agente tampon, en el que la concentracion de NaOAc/HOAc es de
aproximadamente 20 +/- 10 mM y la concentracion de NaH,PO4 es de 50 +/- 25 mM; y (ii) HCI arginina, polisorbato
20 y sorbitol como estabilizantes, en el que la concentracion de HCI arginina es de aproximadamente 30 +/- 20 mM,
la concentracion de polisorbato 20 es de aproximadamente 0,01 % +/- 0,005 % (p/v) y la concentracion de sorbitol es
de aproximadamente 2,0 % +/- 1,0 % (p/v); y (iii) un pH de aproximadamente 5,4 +/-0,4.

En el presente documento se ensefia un método de prevencion de la desfosforilacion de una enzima GALNS
humana recombinante que comprende mezclar la enzima GALNS y un tampdn fosfato, a una concentracion final de
tampon fosfato que esta entre aproximadamente 25 mM y 75 mM. La cantidad de desfosforilacion puede reducirse
en comparacion con una formulacién de la misma enzima en tampon fosfato 1 mM, por ejemplo, cuando se ensaya
después de 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses 0 6 meses, de
conservacion a temperatura ambiente (por ejemplo a 25 °C).

En una realizacion particularmente preferida, la composicion farmacéutica comprende una enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, recombinante, altamente fosforilada, activa, purificada con los
métodos de la invencion, y uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables, en
una formulacion que comprende NaOAc/HOAc y NaH.PO4; como agentes tampén, y HCI arginina, Tween-20
(polisorbato 20) y sorbitol como estabilizantes. La concentracion de GALNS en la formulacion es de
aproximadamente 1,0 +/- 0,5 mg/ml. La concentracion de NaOAc/HOAc en la formulacidon es de aproximadamente
20 +/- 10 mM, y la concentracion de NaH,PO,4 en la formulaciéon es de aproximadamente 50 +/- 25 mM. El pH de la
formulacién es de 5,4 +/- 0,4. La concentracion de HCI arginina en la formulacion es de aproximadamente 30 +/-
20 mM. La concentracion de Tween-20 en la formulacién es de aproximadamente 0,01 +/-0,005 % (p/v). La
concentracion de sorbitol en la formulacion es de aproximadamente 2,0 +/- 1,0 % (p/v).

En el presente documento se ensefia un método para detectar la actividad de una enzima sulfatasa lisosomal que
comprende (a) cultivar células de condrocitos de un paciente que padece deficiencia de enzima sulfatasa lisosomal,
por ejemplo, de un paciente que padece sindrome de Morquio, en condiciones que promuevan el mantenimiento de
la diferenciacion de los condrocitos; (b) poner en contacto los condrocitos con una enzima sulfatasa lisosomal que
degrade queratan sulfato; y (c) detectar los niveles de queratan sulfato en las células, en las que un nivel de
queratan sulfato reducido en las células que se han puesto en contacto con la enzima sulfatasa lisosomal en
comparacion con las células que no se han puesto en contacto con la enzima sulfatasa lisosomal, es indicativo de
actividad de enzima sulfatasa lisosomal. La enzima sulfatasa lisosomal puede ser N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS). El cultivo puede realizarse en medios que comprendan factor 1 de crecimiento de insulina (IGF1), factor
beta de crecimiento transformante (TGF-B), transferrina, insulina y acido ascorbico. El queratan sulfato puede
detectarse por microscopia confocal, o a través de la unién a un anticuerpo contra queratan sulfato. EI método
puede realizarse con cualquier enzima sulfatasa lisosomal, incluyendo una enzima humana recombinante o de
origen natural, o fragmentos o variantes de la misma, incluyendo variantes que comprendan una secuencia de
aminoacidos al menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % idéntica a la enzima humana precursora, sin secuencia
sefal, o a su forma madura.

En el presente documento se desvela un ensayo basado en células para medir la actividad de una enzima lisosomal
humana recombinante para degradar sustratos naturales. EI método puede comprender (a) cultivar una célula
humana aislada deficiente en enzima lisosomal, en condiciones en las que se acumulen los sustratos naturales para
la enzima lisosomal; (b) poner en contacto la célula con la enzima lisosomal; (c) causar la lisis de la célula; (d) ahadir
al lisado celular una enzima que (i) sea especifica para los sustratos naturales, y (ii) escinda oligosacaridos
pequefios de los sustratos naturales; (e) marcar los oligosacaridos pequefios con un residuo detectable; (f)
opcionalmente separar los oligosacaridos pequefios marcados; y (h) determinar la actividad de la enzima lisosomal
para degradar los sustratos naturales comparando (i) la cantidad de oligosacaridos pequefios marcados de células
que se han puesto en contacto con la enzima lisosomal con (ii) la cantidad de oligosacaridos pequefios marcados de
células que no se han puesto en contacto con la enzima lisosomal, en el que la reduccién en (h)(i) en comparacion
con (h)(ii) indica la actividad de la enzima lisosomal para degradar sustratos naturales. El oligosacarido pequefio
puede ser un mono-, di, o tri-sacarido. El oligosacarido pequefio puede ser un disacarido.

Las células humanas adecuadas que pueden usarse en el ensayo basado en células, incluyen cualquier célula
humana que sea deficiente en la enzima lisosomal que se va someter a ensayo, de tal manera que pueda acumular
los sustratos naturales para la enzima lisosomal. Por ejemplo, células que exhiban de manera natural una deficiencia
completa (100 %) o parcial en cuanto a actividad, por ejemplo, puede usarse una reduccion del 30 %, 50 %, 70 %,
80 %, 90 %, 95 % o mas en cuanto a actividad. Pueden usarse células que expresen una enzima mutante con
actividad disminuida, o células procedentes de pacientes que padecen una enfermedad por depésito lisosomal, por
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ejemplo, una mucopolisacaridosis. Pueden usarse células alteradas de manera recombinante para desactivar
(knockout) o reducir la actividad enzimatica lisosomal, por ejemplo, introduciendo una mutacién en el gen codificante
0 en su promotor o en ofra regién reguladora. Pueden usarse células tratadas para reducir la actividad enzimatica
lisosomal, por ejemplo, tratadas con ARN antisentido o ARNi para reducir la expresion enzimatica.

Los expertos habituales en la técnica pueden seleccionar enzimas adecuadas que escindan (digieran)
oligosacaridos pequefios de hidratos de carbono y que sean “especificas para” (es decir, digieran
predominantemente) los sustratos naturales de la enzima lisosomal. Por ejemplo, para la detecciéon de la actividad
de GALNS o GLB1 (enzimas que degradan queratan sulfato) la enzima de la etapa (d) puede ser queratanasa Il o
cualquier enzima que actue principalmente sobre queratan sulfato. Como otro ejemplo, para la deteccion de IDU,
ARSB, IDS o GUSB (enzimas que degradan dermatan sulfato), la enzima de la etapa (d) puede ser condroitinasa
ABC o cualquier enzima que actue principalmente sobre dermatan sulfato. Como otro ejemplo, para la deteccion de
IDU, IDS, SGHS, G6S o GUSB (enzimas que degradan heparan sulfato), la enzima de la etapa (d) puede ser
heparanasa | o heparanasa Il, o ambas. Como otro ejemplo mas, para la deteccién de GAA (una enzima que
degrada glicogeno), la enzima de la etapa (d) puede ser a-amilasa o cualquier enzima que actue principalmente
sobre glicogeno.

Este método basado en células puede tener una gran sensibilidad en la deteccion de actividad enzimatica lisosomal.
En algunas realizaciones, la actividad enzimatica lisosomal puede ser detectable cuando la concentracion de la
enzima lisosomal es tan solo de aproximadamente 10 nM, o de aproximadamente 5 nM, o de aproximadamente
1 nM, o de aproximadamente 0,75 nM, o de aproximadamente 0,5nM, o de aproximadamente 0,25 nM, o de
aproximadamente 0,1 nM, o de aproximadamente 0,05 nM, o de aproximadamente 0,01 nM, o de aproximadamente
0,005 nM, o de aproximadamente 1 pM, o de aproximadamente 0,5 pM.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 describe la secuencia de nucledtidos del factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano
(SEQID NO: 1).

La Figura 2 describe la secuencia de aminoacidos del factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano
(SEQ ID NO: 2).

La Figura 3 describe la secuencia de nucleétidos de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana
(SEQID NO: 3).

La Figura 4 describe la secuencia de aminoacidos de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana
(SEQ ID NO: 4). En la GALNS procesada, el péptido sefial de 26 aminoacidos del extremo N no esta presente.

La Figura 5 representa la estructura y las caracteristicas de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
humana procesada (SEQ ID NO: 5).

La Figura 6 muestra la expresion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana de células G71S
transfectadas conjuntamente con el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano y con vectores de
expresion de GALNS humana. (A) Exploracién del Clon G71S para GALNS activa en 96 pocillos. (B)
Productividad de GALNS del Clon G71S en picogramos por célula por dia.

La Figura 7 ilustra un esquema del controlador del biorreactor WAVE utilizado para la produccion a gran escala
de células G71 S que expresan la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana y variantes de la misma.

La Figura 8 muestra la estabilidad de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana purificada
después de conservacion a 4 °C (rombos) o a -70 °C (triangulos).

La Figura 9 muestra la purificacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana por (A)
cromatografia con azul sefarosa 6 de flujo rapido (FF, Fast Flow) seguida de (B) cromatografia Fractogel SE Hi-
CAP. La pureza se determina mediante tincion con azul de Coomassie de SDS-PAGE (a la izquierda) y mediante
transferencia Western usando un anticuerpo anti-GALNS (IVA) (a la derecha).

La Figura 10 muestra la purificacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana mediante
ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF), cromatografia Fractogel SE Hi-Cap, cromatografia con Sefarosa FF quelante
con Zn y cromatografia ToyoPearl Butyl 650M. La pureza se determina mediante tincion con azul de Coomassie
de SDS-PAGE (parte izquierda superior) y mediante transferencia Western usando un anticuerpo anti-GALNS
(parte derecha superior), un anticuerpo anti-catepsina L (parte izquierda inferior) y un anti-CHOP (proteinas de
células de ovario de hamster chino (parte derecha inferior).

La Figura 11 muestra los diagramas de flujo del proceso de la recuperaciéon de la N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana y del proceso de purificacion usado para el proceso en fase /Il (a la izquierda) y el
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proceso en fase Il (a la derecha).

La Figura 12 muestra la comparacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana purificada de
acuerdo con el proceso en fase l/ll (carril 3) o el proceso en fase Il (carril 5). Se separaron 5 microgramos (5 pg)
de GALNS purificada por SDS-PAGE en condiciones reductoras, y el gel se tifié con azul de Coomassie. El carril
1 corresponde a 15 pl de marcador SeeBlue Plus2. Los pesos moleculares en kDa se indican a la izquierda del
gel tefiido.

La Figura 13 muestra una disminucion dependiente de la dosis en la cantidad de sustrato de dermatan sulfato
observada en células GM01391 tratadas con IDU.

La Figura 14 muestra una disminucion dependiente de la dosis en la cantidad de sustrato de dermatan sulfato
observada en células GM00519 tratadas con ARSB.

La Figura 15 muestra la absorcion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, no marcada (circulos)
o conjugada con A488 (cuadrados) o con A555 (triangulos), por sinoviocitos cultivados.

La Figura 16 muestra la estabilidad de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana purificada
después de su conservacion durante 1 0 2 meses a 5 °C, a 25 °C o0 a 40 °C, segun se indica en una formulacion
que comprende HCI arginina (clorhidrato de arginina) 15 mM, HCI arginina 30 mM, NaCl 15 mM o NaCl 30 mM
(paneles indicados como 51, 52, 54 o 55, respectivamente) a pH 5,0, pH 5,4 o pH 5,8 (paneles indicados como
A, B o C, respectivamente). La estabilidad se midi6 por el porcentaje (%) de area pico de agregados de GALNS
en la formulacion después de su conservacion, determinada por cromatografia en fase liquida de alto
rendimiento — cromatografia de exclusion por tamafio (SEC-HPLC).

La Figura 17 muestra la estabilidad de la actividad de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
humana purificada después de conservacion durante 2 meses a 5 °C, a 25 °C o0 a 40 °C, como se indica en una
formulacién que comprende HCI arginina 15 mM, HCI arginina 30 mM, NaCl 15 mM o NaCl 30 mM (paneles
indicados como 51, 52, 54 o 55, respectivamente) a pH 5,0, pH 5,4 o pH 5,8 (paneles indicados como A, B o C,
respectivamente).

La Figura 18 muestra el perfil de glicosilacion de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana
purificada después de conservacion durante 2 meses a 5°C, a 25°C o a 40 °C, segun se indica en una
formulacién que comprende HCI arginina 15 mM, HCI arginina 30 mM, NaCl 15 mM o NaCl 30 mM, a pH 5,0, pH
5,4 o pH 5,8, como se indica. El porcentaje de manosa 7 bis-fosforilada (BPM7) se midié mediante electroforesis
capilar (CE) después de la digestion de la enzima GALNS con PNGasa F para escindir los oligosacaridos ligados
a N de la asparagina. La referencia indica el porcentaje de BPM7 para un lote de referencia de GALNS
conservado durante 2 meses a 5 °C, a 25 °C o a 40 °C, como se indica en una formulacién que comprende
tampodn fosfato 100 mM.

La Figura 19 muestra la estabilidad de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) human purificada
después de conservacion durante 2 meses a 5 °C, a 25 °C o a 40 °C, como se indica en una formulacién que
comprende HCI arginina 15 mM, HCI arginina 30 mM, NaCl 15 mM o NaCl 30 mM (paneles indicados como 51,
52, 54 o 55, respectivamente) a pH 5,0, pH 5,4 o pH 5,8 (paneles indicados como A, B o C, respectivamente). La
estabilidad de la enzima GALNS se midié como porcentaje (%) de area pico de enzima GALNS en la formulacion
después de conservacion, determinado por cromatografia en fase liquida de alto rendimiento de fase inversa
(RP-HPLC).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere al descubrimiento de un método que reconcilia la necesidad de fabricar a gran
escala enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes con la necesidad de obtener un producto de enzima sulfatasa
lisosomal altamente fosforilada, activa, que sea eficaz en lisosomas diana y que sea por tanto terapéuticamente
eficaz.

La eficacia terapéutica de una preparacion enzimatica lisosomal depende del nivel de manosa-6-fosfato en esa
preparacion. El fosfato se afiade a la glicoproteina diana mediante una modificacion postraduccional en el reticulo
endoplasmatico y Golgi precoz. Las enzimas lisosomales plegadas presentan un determinante terciario Unico que
reconoce una enzima de modificaciéon de oligosacaridos. El determinante esta compuesto por un conjunto de lisinas
especificamente separadas y que se encuentra en la mayoria de las enzimas lisosomales a pesar de la ausencia de
homologia de secuencia primaria. La enzima de modificacion, la UDP-GIcNAc fosfotransferasa, se une al
determinante de la proteina y afiade GIcNAc-1-fosfato en la posicion 6 de restos de manosa terminales en
oligosacaridos préximos al sitio de unién; una segunda enzima, la fosfodiéster a-GIcNAcasa, escinde después el
enlace GIcNAc-fosfato para dar un oligosacarido de manosa-6-fosfato terminal (Canfield et al., patente de Estados
Unidos N.°. 6.537.785). La finalidad de la modificacion de manosa -6-fosfato es desviar enzimas lisosomales de la
ruta secretora a la ruta lisosomal dentro de la célula. La enzima portadora de manosa-6-fosfato esta unida mediante
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el MPR en la red trans Golgi y direccionada al lisosoma en lugar de a la superficie celular.

Ademas de la presencia del marcador manosa-6-fosfato en oligosacaridos enzimaticos lisosomales, el
direccionamiento lisosomal de enzimas depende de la acidificacion de endosomas en transito que emergen desde el
extremo del aparato trans Golgi. La inactivacion quimica del entorno acido dentro de estos endosomas con
moléculas basicas difusibles produce la expulsién de contenido vesicular, incluyendo enzimas lisosomales, al medio
extracelular (Braulke et al., Eur. J. Cell Biol. 43(3): 316-321, 1987). La acidificacion requiere una ATPasa vacuolar
especifica embebida en la membrana del endosoma (Nishi et al., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 3(2): 94-103, 2002). Se
espera que la insuficiencia de esta ATPasa potencie la secrecion de enzimas lisosomales a expensas del
direccionamiento lisosomal. Se espera que la fabricacién de lineas celulares, portadoras de defectos en la ATPasa
vacuolar, impida la desviaciéon no productiva de la enzima recombinante fosforilada al compartimento lisosomal
intracelular.

En 1984, se generaron y caracterizaron mutantes de células de ovario de hamster chino (CHO) especificamente
defectuosas en acidificaciéon endosomal (Park et al., Somat. Cell Mol. Genet. 17(2): 137-150, 1991). Las células
CHO-K1 se mutagenizaron quimicamente y seleccionaron para su supervivencia a temperaturas elevadas en
presencia de toxinas. Estas toxinas requieren acidificacion endosomal para la expresion completa de su letalidad
(Marnell et al., J. Cell. Biol. 99(6): 1907-1916, 1984). En el estudio anterior, se eligid un coctel de dos toxinas con
diferentes mecanismos de accién para impedir la seleccién de resistencia especifica de toxina. El principio es que
aunque la probabilidad de mutaciones fortuitas que producen resistencia a una toxina particular es pequefa, la
probabilidad de dos mutaciones fortuitas simultaneas especificas para dos toxinas totalmente diferentes no existe.
Se realizaron selecciones a temperatura elevada para permitir mutaciones sensibles a temperatura. Esta exploracién
genética produjo dos mutantes, uno de ellos se denominé G.7.1 (G71), que eran resistentes a toxinas a
temperaturas elevadas. La lesién producida en G71 no se debia a la absorcién o mecanismo de accion de las dos
toxinas, sino que resultaba de una incapacidad del clon de acidificar endosomas a temperaturas elevadas. Esta
incapacidad también fue evidente a temperaturas permisivas (34 °C), aunque a un menor grado. Se descubrio
también que las células G71 eran auxétrofas para hierro a temperaturas elevadas, a pesar de la absorcién normal de
transferrina del medio (Timchak et al., J. Biol. Chem. 261(30): 14154-14159, 1986). Dado que el hierro se liberaba de
la transferrina solamente a un pH bajo, la auxotrofia para hierro a pesar de la captacion de transferrina normal
indicaba una insuficiencia en la acidificacion endosomal. Otro estudio demostré que el defecto de acidificacion se
manifestaba principalmente en endosomas en lugar de en lisosomas (Stone et al., J. Biol. Chem. 262(20): 9883-
9886, 1987). Los datos sobre G71 eran coherentes con la conclusién de que una mutacién producia la
desestabilizacién de la ATPasa vacuolar responsable de la acidificacion endosomal. La desestabilizacion fue mas
evidente a temperaturas elevadas (39,5 °C) pero se expreso parcialmente incluso a temperaturas mas bajas (34 °C).
Un estudio sobre el transito de dos enzimas lisosomales endégenas, la catepsina D y la alfa-glucosidasa, en células
G71 (Park et al., Somat. Cell Mol. Genet. 17(2): 137-150, 1991) mostr6 que ambas enzimas se segregaban
cuantitativamente a temperaturas elevadas, y que la glicosilacion de las enzimas no estaba afectada. La secrecion
de la alfa glucosidasa acida fosforilada aumentd significativamente a temperaturas no permisivas.

La eficacia terapéutica de una preparacion de enzima sulfatasa lisosomal no solo depende del nivel de manosa-6-
fosfato, sino también depende de la presencia de la enzima activa en esa preparacion. Todas las sulfatasas
conocidas contienen un resto de cisteina en su sitio catalitico; este resto de cisteina se modifica
postraduccionalmente a Cq-formilglicina (FGly) para activar la enzima. Esta activacion enzimatica postraduccional de
la cisteina a FGly, que esta catalizada por el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1), se produce dentro del
reticulo endoplasmatico en sulfatasas no plegadas inmediatamente después de la traduccidon, antes del
direccionamiento de las sulfatasas al lisosoma (Dierks et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:11963-11968, 1997). La
importancia de esta modificacién postraduccional Unica es destacable por el hecho de que las mutaciones en
SUMF1, que producen formacion de FGly deteriorada en enzimas sulfatasas lisosomales, causa Deficiencia Multiple
de Sulfatasa (DSM) en el hombre (Diez-Ruiz et al., Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 6:355-379, 2005).

Por tanto, la capacidad de las células G71, células CHO mutantes que son defectuosas en acidificacion endosomal,
para coexpresar la enzima de modificacion de sulfatasas (SUMF1) humana recombinante y una enzima sulfatasa
lisosomal humana, proporciona un mecanismo para la produccion a gran escala de enzimas sulfatasas lisosomales
humanas, recombinantes, altamente fosforiladas, activas, utiles para el tratamiento de trastornos por depdsito
lisosomal, causados por o asociados a una deficiencia de dichas enzimas sulfatasas lisosomales.

|. DEFINICIONES

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que el que normalmente entiende un experto habitual en la materia a la que pertenece
esta invencion. Las siguientes referencias proporcionan al experto una definicion general de muchos términos
utilizados en la presente invencion: Singleton et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR
BIOLOGY (2d ed. 1994); THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY (Walker ed., 1988);
THE GLOSSARY OF GENETICS, 5TH ED., R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag (1991); and Hale & Marham, THE
HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY (1991).
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En el presente documento se observa que, como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones

adjuntas, las formas en singular “un”, “uno”, “una”, “el’, “la” y “lo”, incluyen referencias en plural a menos que el
contexto dictamine claramente otra cosa.

Como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados adscritos a los mismos a
menos que se especifique de otra manera.

“Variante alélica” se refiere a cualquiera de dos o mas formas polimoérficas de un gen que ocupa el mismo locus
genético. Las variaciones alélicas surgen de manera natural a través de mutaciones, y pueden dar lugar a
polimorfismo fenotipico en las poblaciones. Las mutaciones genéticas pueden ser silenciosas (es decir, sin cambios
en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos que tengan secuencias de aminoacidos alteradas. Las
“variantes alélicas” también se refieren a ADNc procedentes de transcritos de ARNm de variantes alélicas genéticas,
asi como las proteinas codificadas por estos.

“Amplificacion” se refiere a cualquier medio mediante el cual se copia una secuencia de polinucleétidos y por tanto
se expande en un numero mas grande de moléculas de polinucledtidos, por ejemplo, por transcripcion inversa,
reaccion en cadena de polimerasa y reaccion en cadena de ligasa.

Una primera secuencia es una “secuencia antisentido” con respecto a una segunda secuencia, si un polinucleétido
cuya secuencia es la primera secuencia, se hibrida especificamente con un polinucleétido cuya secuencia es la
segunda secuencia.

“ADNc” se refiere a un ADN que es complementario o idéntico a un ARNm, en forma mono o bicatenaria.

En el presente documento para describir las secuencias polinucleotidicas se usa la anotaciéon convencional: el
extremo a la izquierda de una secuencia de polinucleétidos monocatenaria es el extremo 5’; la direcciéon a la
izquierda de una secuencia de polinucleétidos bicatenaria se denomina direccién 5. La direccién de la adicion de
nucledtidos de 5’ a 3’ a transcritos de ARN naciente se denomina direccion de transcripciéon. La cadena de ADN que
tiene la misma secuencia que la de un ARNm se denomina “cadena codificante”; las secuencias en la cadena de
ADN que tienen la misma secuencia que la de un ARNm transcrito a partir de ese ADN y que se localizan en 5’ al
extremo 5’ del transcrito de ARN se denominan “secuencias aguas arriba”; las secuencias en la cadena de ADN que
tienen la misma secuencia que la del ARN y que se localizan en 3’ al extremo 3’ del transcrito de ARN codificante se
denominan “secuencias aguas abajo”.

"Complementariedad" se refiere a la compatibilidad topoldégica o emparejamiento entre si de superficies de
interaccion de dos polinucledtidos. Por tanto, las dos moléculas pueden describirse como complementarias, y
ademas, las caracteristicas de la superficie de contacto son complementarias entre si. Un primer polinucleétido es
complementario a un segundo polinucledtido si la secuencia de nucleotidos del primer polinucleétido es idéntica a la
secuencia de nucleétidos del polinucleétido que es idéntica a la secuencia de polinucleétidos del compariero de
union polinucleotidico del segundo polinucledtido. Por tanto, el polinucleétido cuya secuencia 5-TATAC-3' es
complementaria a un polinucleétido cuya secuencia es 5-GTATA-3'. Una secuencia de nucledtidos es
"sustancialmente complementaria" a una secuencia de nucledtidos de referencia si la complementariedad de
secuencia con la secuencia de nucledtidos sujeto es sustancialmente idéntica a la secuencia de nucledtidos de
referencia.

"Sustitucién conservativa" se refiere a la sustitucion en un polipéptido de un aminoacido con un aminoacido
funcionalmente similar. Cada uno de los seis grupos siguientes contiene aminoacidos que son sustituciones
conservativas entre si:

1) Alanina (A), serina (S), treonina (T);

2) Acido aspartico (D), acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), glutamina (Q);

4) Arginina (R), lisina (K);

5) Isoleucina (l), leucina (L), metionina (M), valina (V); y
6) Fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W).

El término “fragmento”, cuando se usa en referencia a polipéptidos, se refiere a polipéptidos que son mas cortos que
el polipéptido de longitud completa debido al truncamiento en cualquiera del extremo N o extremo C de la proteina o
en ambos, y/o a la delecion de una regién o parte interna de la proteina. Los fragmentos de un polipéptido pueden
generarse por métodos conocidos en la técnica.

El término “mutante”, cuando se usa en referencia a polipéptidos, se refiere a polipéptidos en los que se han
sustituido uno o mas aminoacidos de la proteina por un aminoacido diferente. La sustitucion de aminoacidos puede
ser una sustitucion conservativa, como se ha definido anteriormente, o puede ser una sustitucién no conservativa.
Pueden generarse polipéptidos mutantes por métodos conocidos en la técnica.
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El término “derivado”, cuando se usa en referencia a polipéptidos, se refiere a polipéptidos quimicamente
modificados por técnicas tales como, por ejemplo y sin limitacion, ubiquitinacion, marcaje (por ejemplo, con
radionuclidos o diversas enzimas), union covalente de polimeros, tal como pegilacion (es decir, derivatizacion con
polietilenglicol) e insercion o sustitucion mediante sintesis quimica de aminoacidos, tales como ornitina, que
normalmente no se produce en las proteinas humanas. Los polipéptidos derivados pueden generarse por métodos
conocidos en la técnica.

El término “derivado”, cuando se usa en referencia a lineas celulares, se refiere a lineas celulares que son
descendientes de la linea celular parental; por ejemplo, este término incluye células que han experimentado pases o
que se han subclonado de células parentales y conservan las propiedades deseadas, descendientes de la linea
celular parental que se han mutado y seleccionado para conservar las propiedades deseadas y descendientes de la
linea celular parental que se han alterado para que contengan diferentes vectores de expresion o diferentes acidos
nucleicos afiadidos de manera exégena.

“Deteccion” se refiere a la determinacion de la presencia, ausencia, o cantidad de un analito en una muestra, y
puede incluir la cuantificacion de la cantidad del analito en una muestra o por célula en una muestra.

“Residuo detectable” o un “marcador’” se refieren a una composicidon detectable por medio espectroscépico,
fotoquimico, bioquimico, inmunoquimico o quimico. Por ejemplo, como marcadores Utiles se incluyen 32P, 35S,
colorantes fluorescentes, reactivos denso electrénicos, enzimas (por ejemplo, como se usa habitualmente en un
ensayo ELISA), biotina-estreptavidina, digoxigenina, haptenos y proteinas para los cuales se dispone de antisueros
o anticuerpos monoclonales, o moléculas de acido nucleico con una secuencia complementaria a una diana. El
residuo detectable a menudo genera una sefal medible, tal como una sefial radioactiva, cromogénica o fluorescente,
que puede usarse para cuantificar la cantidad de residuo detectable unido en una muestra. El residuo detectable
puede incorporarse en, o unirse a, un cebador o una sonda de manera covalente, o a través de enlaces iénicos, van
der Waals o hidrégeno, por ejemplo, incorporacion de nucleétidos radioactivos, o nucleétidos biotinilados que
reconocen la estreptavidina. El residuo detectable puede detectarse directa o indirectamente. La deteccion indirecta
puede implicar la unién de un segundo residuo directa o indirectamente detectable con un residuo detectable. Por
ejemplo, el residuo detectable puede ser el ligando de un compafiero de unién, tal como biotina, que es un
compafero de unién de la estreptavidina, o una secuencia de nucleétidos, que es el compafero de unién de una
secuencia complementaria, con la que puede hibridarse especificamente. El propio compafiero de unién puede ser
directamente detectable, por ejemplo, un anticuerpo puede en si mismo marcarse con una molécula fluorescente. El
compafiero de union también puede ser detectable indirectamente, por ejemplo, un acido nucleico que tenga una
secuencia de nucleétidos complementaria puede ser parte de una molécula de ADN ramificada que a su vez sea
detectable a través de hibridacién con otras moléculas de acido nucleico marcadas. (Véase, por ejemplo Fahrlander
et al., Bio/Technology 6: 1165, 1988). La cuantificacion de la sefial se realiza, por ejemplo, mediante recuento por
centelleo, densitometria o citometria de flujo.

“Diagnéstico” significa identificar la presencia o la naturaleza de una patologia. Los métodos diagnosticos difieren en
su especificidad y selectividad. Aunque un método de diagnodstico particular puede no proporcionar un diagndstico
definitivo de una afeccion, basta con que el método proporcione una indicacion positiva que ayude en el diagnéstico.

La expresion “cantidad eficaz” significa una dosificacion suficiente para producir un resultado deseado en un estado
de salud, patologia y enfermedad de un sujeto o para fines de diagndstico. El resultado deseado puede comprender
una mejora subjetiva u objetiva en el receptor de la dosificacion. “Cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a esa
cantidad de un agente, que es efectiva para producir el efecto beneficioso que se espera sobre la salud.

“Codificacion” se refiere a la propiedad intrinseca de secuencias de nucleétidos especificas en un polinucleétido, tal
como un gen, un ADNc o un ARNm, que sirven como moldes para la sintesis de otros polimeros y macromoléculas
en procesos biologicos que tienen una secuencia definida de nucleétidos (es decir, ARNr, ARNt y ARNm) o una
secuencia definida de aminoacidos y las propiedades bioldgicas resultantes de las mismas. Por tanto, un gen
codifica una proteina si la transcripcion y traduccion del ARNm producido por ese gen produce la proteina en una
célula u otro sistema biolégico. Tanto la cadena codificante, cuya secuencia de nucledtidos es idéntica a la
secuencia de ARNm y que se proporciona habitualmente en los listados de secuencias, como la cadena no
codificante, usada como molde para la transcripcion, de un gen o ADNc, pueden referirse como codificantes de la
proteina u otro producto de ese gen o ADNc. A menos que se especifique de otra manera, una “secuencia de
nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos” incluye todas las secuencias de nucleétidos que son
versiones degeneradas entre si y que codifica la misma secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucleétidos
que codifican proteinas y ARN pueden incluir intrones.

“Dosis equivalente” se refiere a una dosis que contiene la misma cantidad de agente activo.
“Secuencia de control de expresion” se refiere a una secuencia de nucleétidos en un polinucleétido que regula la
expresion (transcripcion y/o traduccién) de una secuencia de nucledtidos unida operativamente a la misma.

“Unido(a) operativamente “se refiere a una relacion funcional entre dos partes, en la que la actividad de una parte
(por ejemplo, la capacidad de regular la transcripcidon) produce una acciéon sobre la otra parte (por ejemplo,
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transcripcion de la secuencia). Las secuencias de control de expresion pueden incluir, por ejemplo, y sin limitacion,
secuencias de promotores (por ejemplo inducibles o constitutivas), potenciadores, terminadores de la transcripcion,
un codon de inicio (por ejemplo, ATG), sefales de corte y empalme para intrones y codones de terminacion.

“Vector de expresion” se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que comprende
secuencias de control de expresion unidas operativamente a una secuencia de nucleétidos que va a expresarse. Un
vector de expresion comprende suficientes elementos que actlan en cis para la expresion; pueden proporcionarse
otros elementos para la expresion por la célula hospedadora o sistema de expresion in vitro. Los vectores de
expresion incluyen todos los conocidos en la técnica, tales como césmidos, plasmidos (por ejemplo, desnudos o
contenidos en liposomas) y virus que incorporan el polinucleétido recombinante.

“Altamente fosforiladas”, “alto nivel de fosforilacion” y “alto nivel de oligosacaridos fosforilados” se refiere a
preparaciones de enzimas sulfatasas lisosomales en las que al menos el 50 % de la enzima sulfatasa lisosomal se
une al receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes a través de oligosacaridos fosforilados.
Adicionalmente la unién se caracteriza por sensibilidad frente a la competicidon con la manosa-6-fosfato. Una enzima
sulfatasa lisosomal altamente fosforilada también puede referirse a una enzima sulfatasa lisosomal con al menos
0,25, preferentemente al menos 0,5 y mas preferentemente al menos 0,75 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas
por cadena de proteina. Como alternativa, una enzima sulfatasa lisosomal (GALNS) altamente fosforilada puede
referirse a una enzima en la que la absorcion especifica, Kabsorcidon (la concentracion de enzimalligando que
produce la mitad del valor de absorcion maximo) en fibroblastos es de aproximadamente 0,1 a 10 nM, o de
aproximadamente 0,1 a 7nM, o de aproximadamente 0,5 a 5nM, o de aproximadamente 1 a 5nM, o de
aproximadamente 1 a 3,5 nM, o de aproximadamente 1 nM, de aproximadamente 1,5 nM, aproximadamente 2 nM,
aproximadamente 2,5nM, aproximadamente 3 nM o aproximadamente 3,5nM o cualquier combinacién de
cualquiera de estos numeros.

"Cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas", como se usa en el presente documento, se refiere a cadenas de
oligosacarido que contienen manosa que estan ligadas a N con restos de asparagina en las enzimas sulfatasas
lisosomales y comprenden dos restos de manosa-6-fosfato. Generalmente, las cadenas de oligomanosa bis-
fosforiladas tienen 7 restos de manosa, es decir, manosa 7 bis-fosfato (BPM7), que estan ligados a dos restos de
GIcNAc, que a su vez estan ligados al resto de asparagina en la enzima sulfatasa lisosomal.

“Activa(s)," "activada(s)" y "alto nivel de activacion” se refiere a preparaciones de enzimas sulfatasas lisosomales en
las que al menos el 50 %, 55 %, 60 %, 65 % preferentemente al menos el 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 0 95 % del
resto de cisteina en el sitio activo de la proteina se ha modificado postraduccionalmente para dar Cs-formilglicina
(FGly). Como alternativa, “activa(s)," "activada(s)" y "alto nivel de activacion " se refiere a preparaciones de enzimas
sulfatasas lisosomales que exhiben una actividad especifica que es al menos aproximadamente 30 % (por ejemplo,
35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 2-veces, 2,5-veces, 3-veces, 4
veces, 5-veces, 10-veces, 15-veces, 20-veces, 30-veces, 40-veces o 50-veces) mayor que la actividad especifica de
una enzima sulfatasa lisosomal de control de la misma secuencia de aminoacidos que se ha producido en células
hospedadoras (por ejemplo, células CHO o células derivadas de CHO) que no expresan el SUMF1 humano
recombinante. Preferentemente, una preparacion de control adecuada de la enzima sulfatasa lisosomal que tiene la
misma secuencia de aminoacidos que la preparacion altamente activa, y se expresa a través del mismo gen, usando
la(s) misma(s) secuencia(s) promotora(s) o reguladora(s) en la misma célula hospedadora, excepto que la célula
hospedadora no expresa el SUMF1 humano recombinante, se produce en las mismas condiciones de cultivo o
similares incluyendo el mismo periodo de tiempo de cultivo y opcionalmente se purifica al mismo grado o a un grado
similar que la preparacién altamente activa.

"Altamente fosforiladas, activas" se refiere a preparaciones de enzimas sulfatasas lisosomales en las que al menos
el 50 %, preferentemente al menos el 70 %, mas preferentemente al menos el 90 %, e incluso mas preferentemente
al menos el 95 % del resto de cisteina en el sitio activo de la proteina se ha modificado postraduccionalmente para
dar Cq-formilglicina (FGly) y con al menos 0,25, preferentemente al menos 0,5 y mas preferentemente al menos 0,75
cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina.

La expresion "biolégicamente activo(a)" se refiere a fragmentos polipeptidicos (es decir, enzima), a mutantes,
variantes o derivados de los mismos que conservan al menos una cantidad sustancial (por ejemplo, al menos
aproximadamente el 50 %, preferentemente al menos aproximadamente el 70 %, y mas preferentemente al menos
aproximadamente el 90 %) de una o mas actividades bioldgicas del polipéptido de longitud completa. Cuando se usa
en referencia a una enzima sulfatasa lisosomal, un fragmento mutante, variante o derivado del mismo
bioldgicamente activo conserva al menos una cantidad sustancial de actividad sulfatasa (por ejemplo, escinde
ésteres de sulfato de sus sustratos diana). Cuando se usa en referencia al factor de modificacion 1 de sulfatasas
(SUMF1), un fragmento, mutante, variante o derivado de los mismos bioldgicamente activo conserva al menos una
cantidad sustancial de actividad generadora de formilglicina (es decir, modificacion de un resto de cisteina en el sitio
activo de la enzima sulfatasa lisosomal para dar Cq-formilglicina (FGly)).

El término "pureza" o "puro" cuando se usa en referencia a polipéptidos, se refiere a la cantidad del polipéptido que
se analiza en comparacién con cualquiera de las sustancias contaminantes que pueden detectarse usando un
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método particular. Para las enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes de la invencion, la “pureza” puede
determinarse sometiendo la preparacion de la enzima sulfatasa a separacion electroforética mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras o no reductoras seguido de tincion con azul de Coomassie o plata, o por separacion
cromatografica mediante HPLC (por ejemplo, fase inversa (FI) C4, FI C3) o mediante cualquier otra separacion
cromatografica, por ejemplo, cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y similar. Usando cualquiera de estos
métodos, las enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes purificadas de la invencién tienen una pureza de al
menos aproximadamente 80 %, o de al menos aproximadamente 85 %, preferentemente de al menos
aproximadamente 90 %, mas preferentemente de al menos aproximadamente 95 %, e incluso mas preferentemente
de al menos aproximadamente 97 %, 98 % o0 99 %.

El término “precursora” o la expresion "forma precursora" se refieren a la forma de la enzima sulfatasa lisosomal
recombinante que segrega una célula de mamifero, es decir, que carece de la secuencia sefial, aunque carece de
determinadas modificaciones, por ejemplo, escision interna de las proteinas, que normalmente se produce en el
lisosoma. El término “madura”, la expresion “forma madura”, “procesada” o “forma procesada” se refiere a la forma
de la enzima sulfatasa lisosomal recombinante que normalmente existe en el lisosoma. Para las enzimas sulfatasas
lisosomales recombinantes de la invencion, la abundancia relativa de “precursor” o “forma precursora” y “madura”,
“forma madura”, “procesada” o “forma procesada” puede determinarse sometiendo la preparacion de la enzima
sulfatasa a una separacion electroforética mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras seguido de tincion con
azul de Coomassie o plata, o por separacion cromatografica mediante HPLC (por ejemplo, fase inversa (FI) C4, FI
C3) o mediante cualquier otra separacion cromatografica como por ejemplo, exclusiéon por tamafio (SEC) y similares,
0 una combinacién de separacion electroforética y separacion cromatografica, por ejemplo, SDS-PAGE seguido de
electroforesis capilar en gel (SDS-CGE). Usando estos métodos, las enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes
purificadas de la invencidon constan de al menos aproximadamente 65 %, 70 %, o 75 %, preferentemente de al
menos aproximadamente 80 % u 85 %, mas preferentemente de al menos aproximadamente 90 %, e incluso mas
preferentemente de al menos aproximadamente 95 %, 97 %, 98 %, 98,5 %, 99 % o 99,5 % de "precursor" o "forma
precursora." Como alternativa, usando estos métodos, las enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes purificadas
de la invencion constan de menos de aproximadamente 35 %, 30 % o 25 %, preferentemente de menos de
aproximadamente 20 % o 15 %, preferentemente de menos de aproximadamente 10 %, e incluso mas
preferentemente de menos de aproximadamente 5 %, 3 %, 2 %, 1,5 %, 1 % o 0,5 % de "madura," "forma madura,"
"procesada" o "forma procesada." En algunas realizaciones, solo se detecta el "precursor" o la "forma precursora"
(es decir, la preparacion de la enzima sulfatasa consta esencialmente de una sola banda detectable cuando se
somete a SDS-PAGE en condiciones reductoras, o como se determina mediante SDS-CGE, o de un solo pico
cuando se analiza mediante HPLC.

El término “idénticas” o la expresion porcentaje de “identidad”, en el contexto de dos o mas secuencias
polinucleotidicas o polipeptidicas, se refiere a dos o mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un
porcentaje especifico de nucleétidos o de restos de aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y se alinean
para obtener una correspondencia maxima, que se mide usando los algoritmos de comparacion de secuencias
indicados mas adelante o mediante inspeccién visual.

“Enlazador” se refiere a una molécula que une otras dos moléculas, de manera covalente o a través de enlaces
idnicos, van der Waals o de hidrogeno, por ejemplo, una molécula de acido nucleico que se hibrida con una
secuencia complementaria en el extremo 5’ y con otra secuencia complementaria en el extremo 3’, uniendo de este
modo dos secuencias no complementarias.

“Bajo nivel de fosforilacion” o “baja fosforilacion” se refiere a una preparacion de enzimas sulfatasas lisosomales en
las que la absorcién en células de fibroblasto tiene una concentracién maxima media de mas de 10 nM o la fraccion
de enzimas sulfatasas lisosomales que se unen a la columna de receptor de manosa-6-fosfato es menor de
aproximadamente 25 %.

“De origen natural”, como se aplica a un objeto, se refiere al hecho de que el objeto puede encontrarse en la
naturaleza. Por ejemplo una secuencia de polipéptidos o polinucleotidica que esta presente en un organismo
(incluyendo virus) que puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no se ha modificado intencionadamente
por el hombre en el laboratorio, es de origen natural.

“Composicion farmacéutica” se refiere a una composicioén adecuada para su uso farmacéutico en un sujeto animal
incluyendo seres humanos y mamiferos. Una composicion farmacéutica comprende una cantidad
farmacologicamente eficaz de una enzima sulfatasa lisosomal terapéutica y también comprende uno o mas
transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. Una composicion farmacéutica abarca una
composicion que comprende uno 0 mas principios activos, y uno o mas principios inertes que constituyen el
transportador, diluyente o excipiente, asi como cualquier producto que resulte, directa o indirectamente, de la
combinacion, formacién de complejos o agregacion de cualquiera de dos o mas de los principios, o de la disociacion
de uno o mas de los principios, o de otros tipos de reacciones o interacciones de uno o mas de los principios. Por
consiguiente, las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon abarcan cualquier composicion fabricada
mezclando una enzima sulfatasa lisosomal de la presente invencion y uno o mas transportadores, diluyentes o
excipientes farmacéuticamente aceptables.
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“Transportador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquiera de los transportadores,
diluyentes, tampones y excipientes farmacéuticos convencionales, tales como, por ejemplo, y sin limitacion, una
solucién salina tamponada con fosfato, una soluciéon acuosa de dextrosa al 5 % y emulsiones, tal como una emulsion
de aceite en agua o de agua en aceite, y diversos tipos de agentes humectantes y/o adyuvantes. En Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 192 Ed. (Mack Publishing Co., Easton, 1995), se describen transportadores, diluyentes o
excipientes farmacéuticos adecuados y formulaciones. Los transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticos
preferidos dependen del modo de administracién que se desee del agente activo. Los modos de administracion
tipicos incluyen, por ejemplo y sin limitacion, inyeccion enteral (por ejemplo, oral) o parenteral (por ejemplo,
subcutanea, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal); o administracion tépica, transdérmica o transmucosa.

Una “sal farmacéuticamente aceptable” es una sal que puede formularse en una enzima sulfatasa lisosomal para su
uso farmacéutico incluyendo, por ejemplo, sales metalicas (sodio, potasio, magnesio, calcio, etc.) y sales de
amoniaco o aminas organicas.

“Polinucledtido” se refiere a un polimero compuesto de unidades de nucleétidos. Los polinucleétidos incluyen acidos
nucleicos de origen natural, tales como acido desoxirribonucleico ("ADN") y acido ribonucleico ("ARN") asi como
analogos de acidos nucleicos. Los analogos de acidos nucleicos incluyen aquellos que incluyen bases de origen no
natural, nucleétidos que se acoplan en enlazamientos con otros nucleétidos distintos del enlace fosfodiéster de
origen natural o que incluyen bases unidas a través de ligamientos distintos de enlaces fosfodiéster. Por tanto, los
analogos de nucledtidos incluyen, por ejemplo y sin limitacion, fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforotriésteres,
fosforamidatos, boranofosfatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2-O-metil ribonucleétidos, acidos
péptidonucleicos (PNA) y similares. Dichos polinucleétidos pueden sintetizarse, por ejemplo, usando un sintetizador
de ADN automatico. La expresion “acido nucleico” se refiere generalmente a polinucleétidos grandes. El término
“oligonucleostido” se refiere generalmente a polinucleétidos cortos, generalmente no mas largos de aproximadamente
50 nucledtidos. Se entendera que cuando una secuencia de nucleétidos se representa mediante una secuencia de
ADN (es decir, A, T, G, C), esto también incluye una secuencia de ARN (es decir, A, U, G, C) en la que "U"
reemplaza a "T."

“Polipéptido” se refiere a un polimero compuesto de restos de aminoacidos, variantes estructurales relacionadas de
origen natural y analogos sintéticos de origen no natural de los mismos ligados mediante enlaces peptidicos,
variantes estructurales relacionadas de origen natural y analogos sintéticos de origen no natural de los mismos. Los
polipéptidos sintéticos pueden sintetizarse, por ejemplo, usando un sintetizador de polipéptidos automatico. El
término “proteina” se refiere generalmente a polipéptidos grandes. El término “péptido” se refiere generalmente a
polipéptidos cortos. En el presente documento se utiliza la anotaciéon convencional para representar secuencias
polipeptidicas: el final a la izquierda de una secuencia de polipéptidos es el extremo amino; el final a la derecha de
una secuencia de polipéptidos es el extremo carboxilo.

"Cebador" se refiere a un polinucleétido que puede hibridarse especificamente con un molde polinucleotidico
disefiado y proporcionar un punto de inicio para la sintesis de un polinucleétido complementario. Dicha sintesis
ocurre cuando el cebador polinucleotidico se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis, es decir, en
presencia de nucledtidos, de un molde polinucleotidico complementario y de un agente para la polimerizacion tal
como una ADN polimerasa. Un cebador es generalmente monocatenario, pero también puede ser bicatenario. Los
cebadores son generalmente acidos desoxirribonucleicos, pero también resulta Gtil una amplia serie de cebadores
naturales y sintéticos para muchas aplicaciones. Un cebador es complementario al molde para el cual esta disefiado
para hibridarse, que sirve como un sitio para el inicio de la sintesis, pero no es preciso que refleje la secuencia
exacta del molde. En dicho caso, la hibridacién especifica del cebador con el molde depende de la rigurosidad de las
condiciones de hibridacion. Los cebadores pueden marcarse, por ejemplo, con residuos cromogénicos, radioactivos
o fluorescentes y usarse como residuos detectables.

“Sonda”, cuando se usa en referencia a un polinucleétido, se refiere a un polinucleétido que puede hibridarse
especificamente con una secuencia disefiada de otro polinucledtido. Una sonda se hibrida especificamente con un
polinucledtido complementario diana, pero no es preciso que refleje la secuencia complementaria exacta del molde.
En dicho caso, la hibridacion especifica de la sonda con la diana depende de la rigurosidad de las condiciones de
hibridacién. Las sondas pueden marcarse, por ejemplo, con residuos cromogénicos, radiactivos o fluorescentes y
usarse como residuos detectables.

Un tratamiento “profilactico” es un tratamiento que se administra a un sujeto que no muestra signos de una
enfermedad o que solo muestra signos prematuros, con el fin de disminuir el riesgo de desarrollar una patologia. Los
compuestos de la invencion pueden proporcionarse como un tratamiento profilactico para reducir la probabilidad de
desarrollar una patologia o minimizar la gravedad de la patologia, si se desarrolla.

“Polinucleétido recombinante” se refiere a un polinucleétido que tiene secuencias que de manera natural no estan
unidas entre si. Un polinucleétido recombinante amplificado o ensamblado puede incluirse en un vector adecuado, y
el vector puede usarse para transformar una célula hospedadora adecuada. Una célula hospedadora que
comprende el polinucleétido recombinante se denomina “célula hospedadora recombinante”. El gen se expresa
después en la célula hospedadora recombinante para producir, por ejemplo, un “polipéptido recombinante”. Un
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polipéptido recombinante también puede realizar una funcién no codificante (por ejemplo, promotor, origen de
replicacion, sitio de unién a ribosoma, etc.).

“Se hibrida especificamente con”, “hibridacién especifica” o “se hibrida selectivamente con” se refiere a la unién, a la
formacioén de duplex o a la hibridacién de una molécula de acido nucleico, preferentemente con una secuencia de
nucledtidos particular, en condiciones rigurosas cuando esa secuencia esta presente en un ADN o ARN (por
ejemplo, celular total), en una mezcla compleja.

La expresion “condiciones rigurosas” se refiere a condiciones en las cuales una sonda se hibridara preferentemente
con su subsecuencia diana, y a un menor grado, o no del todo, con otras secuencias. La “hibridacion rigurosa” y “las
condiciones de lavado de hibridacion rigurosas” en el contexto de experimentos de hibridacion de acidos nucleicos,
tal como hibridaciones de Southern y Northern, son dependientes de la secuencia y son diferentes bajo diferentes
parametros ambientales. Una guia amplia sobre la hibridacién de los acidos nucleicos se encuentra en Tijssen
(1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes parte |
capitulo 2 "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays", Elsevier, Nueva
York. Generalmente, la hibridacion y las condiciones de lavado altamente rigurosas se seleccionan para que sean a
una temperatura aproximadamente 5 °C mas baja que la del punto de fusién térmico (Tf) para la secuencia
especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tf es la temperatura (con una fuerza iénica y pH definidos) a la cual
el 50 % de la secuencia diana se hibrida con una sonda perfectamente idéntica. Se seleccionan condiciones muy
rigurosas para que sean iguales a la Tf para una sonda particular.

Un ejemplo de condiciones de hibridacién rigurosas para la hibridacion de acidos nucleicos complementarios que
tienen mas de 100 restos complementarios en un filtro en una transferencia de Southern o Northern es formalina al
50 % con 1 mg de heparina a 42 °C, realizandose la hibridacién durante una noche. Un ejemplo de condiciones de
lavado altamente rigurosas es NaCl 0,15M a 72 °C durante aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de
condiciones de lavado rigurosas es un lavado con 0,2X SSC a 65 °C durante 15 minutos (véase, Sambrook et al.
para una descripcion de tampon SSC). A menudo, un lavado muy riguroso esta precedido por un lavado poco
riguroso para eliminar la sefial de fondo de la sonda. Un ejemplo de un lavado riguroso medio para un duplex de, por
ejemplo, mas de 100 nucledtidos, es 1x SSC a 45 °C durante 15 minutos. Un ejemplo de lavado poco riguroso para
un duplex de, por ejemplo, mas de 100 nucledtidos, es 4-6x SSC a 40 °C durante 15 minutos. En general, una
proporcion de sefal con respecto a interferencia de 2x (o mayor) que la observada para una sonda no relacionada
en el ensayo de hibridacién particular indica la deteccion de una hibridacion especifica.

Un “sujeto” de diagndstico o tratamiento en un ser humano o animal no humano, incluyendo un mamifero o un
primate.

Las frases “sustancialmente homoélogas” o “sustancialmente idénticas”, en el contexto de dos acidos nucleicos o
polipéptidos, generalmente se refiere a dos o mas secuencias o subsecuencias que tienen una identidad de
nucledtidos o de restos de aminoacidos de al menos 40 %, 60 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %,
cuando se comparan y se alinean para una obtener una maxima correspondencia, medida usando uno de los
siguientes algoritmos de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. Preferentemente, existe
identidad sustancial sobre una region de las secuencias que es al menos de aproximadamente 50 restos de longitud,
mas preferentemente sobre una region de al menos aproximadamente 100 restos y mas preferentemente las
secuencias son sustancialmente idénticas sobre al menos aproximadamente 150 restos. En una realizacién mas
preferida, las secuencias son sustancialmente idénticas sobre toda la longitud de cualquiera o ambos biopolimeros
de comparacion.

Para la comparacién de secuencias, generalmente una secuencia actia como una secuencia de referencia con la
que se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las
secuencias de ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se disefian coordenadas de subsecuencias, si
fuera necesario, y se disefian los parametros del programa del algoritmo de secuencias. El algoritmo de
comparacion de secuencias calcula después el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia o
secuencias de ensayo con respecto a la secuencia de referencia, en funcion de los parametros del programa
disefiado.

El alineamiento 6ptimo de las secuencias para la comparacion puede realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo
de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981, mediante el algoritmo de alineamiento de
analogia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, mediante el método de busqueda de similitud de
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444, 1988, mediante implementaciones informatizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete del programa informatico Genetics Wisconsin, Genetics
Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o mediante inspeccion visual.

Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea un alineamiento de secuencia multiple a partir de un grupo
de secuencias relacionadas usando alineamientos progresivos, emparejados que muestran relacion y porcentajes de
identidad de secuencia. También representa un arbol o dendrograma que muestra las relaciones en grupos usadas
para crear el alineamiento. PILEUP usa una simplificacion del método de alineamiento progresivo de Feng vy
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Doolittle, J. Mol. Evol. 35: 351-360, 1987. El método que se usa es similar al método descrito por Higgins y Sharp,
CABIOS 5:151-153, 1989. El programa puede alinear hasta 300 secuencias, cada una de una longitud maxima de
5.000 nucledtidos o aminoacidos. El procedimiento de alineamiento mudiltiple comienza con el alineamiento
emparejado de las dos secuencias mas similares, produciendo un grupo de dos secuencias alineadas. Este grupo se
alinea después con la siguiente secuencia mas relacionada o grupo de secuencias alineadas. Dos grupos de
secuencias se alinean mediante una extensién multiple del alineamiento emparejado de dos secuencias individuales.
El alineamiento final se realiza mediante una serie de alineamientos de emparejamiento progresivo. El programa se
ejecuta disefiando secuencias especificas y sus coordenadas de aminoacidos o nucledtidos para regiones de
comparacion de secuencias y disefiando los parametros del programa. Por ejemplo, una secuencia de referencia
puede compararse con otras secuencias de ensayo para determinar el porcentaje de relacion de identidad de
secuencia usando los siguientes parametros: peso de hueco por defecto (3,00), peso de longitud de hueco por
defecto (0,10) y huecos ponderados finales. Otro logaritmo que es util para generar alineamientos multiples de
secuencias es Clustal W (Thompson et al., Nucleic Acids Research 22: 4673-4680, 1994).

Otro ejemplo de algoritmo que es adecuado para la determinacion del porcentaje de identidad de secuencia y
similitud de secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990. El
programa informatico para realizar analisis BLAST se encuentra disponible al publico en el National Center for
Biotechnology Information. Este algoritmo implica la identificacion inicial de pares de secuencias de alta puntuacion
(HSPs, high scoring secuence pairs) identificando palabras W (del inglés words) de longitud corta en la secuencia a
investigar, que bien coinciden o satisfacen alguna puntuacion de umbral T de valor positivo cuando se alinean con
una palabra de la misma longitud en una secuencia de bases de datos. La T (del inglés threshold) se refiere al
umbral de puntuacién de la palabra préxima (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990). Estos aciertos de
palabra préxima inicial actian como semillas para iniciar busquedas para encontrar los HSPs mas largos que las
contenga. Los aciertos de palabras se extienden después en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tan
lejos como aumente la puntuacién de alineamiento acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan usando,
para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacidon de recompensa para un par de restos emparejados;
siempre > 0) y N (puntuacion de penalizaciéon para restos no emparejados; siempre < 0). Para secuencias de
aminoacidos, se usa una matriz de puntuacién para calcular la puntuaciéon acumulativa. La extensién de los aciertos
de palabra en cada direccion se detiene cuando: la puntuacion de alineamiento acumulativa disminuye por la
cantidad X de su valor maximo conseguido; la puntuacion acumulativa va de cero o por debajo de cero, debido a la
acumulacion de uno o mas alineamientos de restos con puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquier
secuencia. Los parametros W, T y X, de algoritmo BLAST, determinan la sensibilidad y la velocidad del alineamiento.
El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa como parametros por defecto una longitud de palabra
(W) de 11, una expectativa (E) de 10, M= 5, N= -4 y una comparacién de ambas cadenas. Para secuencias de
aminoacidos, el programa BLASTP usa como parametros por defecto una longitud de palabra (W) de 3, una
expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89: 10915, 1989).

Ademas, para calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo, Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
5873-5787, 1993). Una medicion de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de la suma
mas baja (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad mediante la cual se produciria una coincidencia
al azar entre dos secuencias de nucleétidos o de aminoacidos. Por ejemplo, se considera que un acido nucleico es
similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de la suma mas baja en una comparacién del acido nucleico
de ensayo con el acido nucleico de referencia es menor de aproximadamente 0,1, mas preferentemente menor de
aproximadamente 0,01 y mas preferentemente menor de aproximadamente 0,001.

Una indicacion adicional de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticas es
que el polipéptido codificado por el primer acido nucleico reacciona inmunolégicamente en cruzado con el
polipéptido codificado por el segundo acido nucleico, como se describe mas adelante. Por tanto, un polipéptido es en
general sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos Unicamente se
diferencian por sustituciones conservativas. Otra indicacion de que dos secuencias de acido nucleico son
sustancialmente idénticas es que las dos moléculas se hibridan entre si en condiciones rigurosas, como se describe
en el presente documento.

“Sustancialmente puro” o “aislado” significa que una especie objeto es la especie predominante presente (es decir,
en una base molar, mas abundante que cualquier otra especie macromolecular individual en la composicién), y una
fraccion sustancialmente purificada es una composicion en la que la especie objeto comprende al menos
aproximadamente el 50 % (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. Generalmente,
una composicion sustancialmente pura significa que aproximadamente del 80 % al 90 % o mas de la especie
macromolecular que esta presente en la composicion es la especie de interés purificada. La especie objeto esta
purificada a homogeneidad esencial (especies contaminantes no pueden detectarse en la composicion mediante
métodos de deteccidon convencionales) y la composicion consta esencialmente de una sola especie macromolecular.
Las especies de disolventes, moléculas pequefias (<500 daltons), estabilizantes (por ejemplo, BSA) y especies de
iones elementales no se consideran especies macromoleculares para los fines de esta definicion. En algunas
realizaciones, las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencién estan sustancialmente puras o aisladas. En
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algunas realizaciones, las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencion estan sustancialmente puras o aisladas
con respecto a los materiales de partida macromoleculares utilizados en su sintesis. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica de la invencién comprende una enzima sulfatasa lisosomal terapéutica aislada o
sustancialmente purificada, mezclada con uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Un tratamiento “terapéutico” es un tratamiento que se administra a un sujeto que presenta signos o sintomas de
patologia con la finalidad de disminuir o eliminar esos signos o sintomas. Los signos o sintomas pueden ser
bioquimicos, celulares, histologicos, funcionales, subjetivos u objetivos. Las enzimas sulfatasas lisosomales de la
invencion pueden proporcionarse como un tratamiento terapéutico o de diagnéstico.

“Indice terapéutico” se refiere al intervalo de dosis (cantidad y/o medicién del tiempo) por encima de la cantidad
terapéutica minima y por debajo de una cantidad inaceptablemente toxica.

“Tratamiento” se refiere a tratamiento profilactico o tratamiento terapéutico o a tratamiento diagndstico.

La expresion “forma de dosificacion unitaria”, como se usa en el presente documento, se refiere a unidades
fisicamente separadas adecuadas como dosificaciones unitarias para seres humanos y animales, conteniendo cada
unidad una cantidad predeterminada de enzima sulfatasa lisosomal de la presente invencién calculada en una
cantidad suficiente para producir el efecto deseado junto con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes
farmacéuticamente aceptables. Las especificaciones para las nuevas formas de dosificacion unitaria de la presente
invencion dependen de la enzima sulfatasa lisosomal particular empleada y del efecto que vaya a obtenerse, y de
las propiedades farmacodinamicas asociadas a cada enzima sulfatasa lisosomal en el hospedador.

Il. Produccién de enzimas sulfatasas lisosomales

En el presente documento se desvela un nuevo método de produccion de enzimas sulfatasas lisosomales altamente
fosforiladas, activas, en cantidades que permitan el uso terapéutico de dichas enzimas. En general, el método puede
caracterizar la transformacién de una linea celular adecuada con el ADNc que codifica el factor de modificacion 1 de
sulfatasas (SUMF1) o un fragmento, mutante, variante o derivado del mismo, biolégicamente activo, y un ADNc que
codifica enzimas sulfatasas lisosomales de longitud completa en cantidades que permitan el uso terapéutico de
dichas enzimas. En general, el método caracteriza la transformacion de una linea celular adecuada con el ADNc que
codifica el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano o un fragmento, mutante, variante o derivado del
mismo, biolégicamente activo, y un ADNc que codifica la enzima sulfatasa lisosomal de longitud completa o un
fragmento, mutante, variante o derivado del mismo bioldgicamente activo. Los expertos en la técnica pueden
preparar construcciones de expresion distintas de las expresamente descritas en el presente documento, para la
produccién éptima de dichas enzimas sulfatasas lisosomales, en lineas celulares transfectadas adecuadas con las
mismas. Ademas, los expertos pueden disefiar faciimente fragmentos de ADNc que codifiquen fragmentos,
mutantes, variantes o derivados biolégicamente activos del SUMF1 de origen natural o enzimas sulfatasas
lisosomales que posean la misma actividad biolégica o similar que la de las enzimas de longitud completa de origen
natural.

Células hospedadoras

Las células hospedadoras que se usan para producir las enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes puede ser
lineas celulares deficientes en acidificacion endosomal, caracterizadas por su capacidad para producir dichas
enzimas sulfatasas lisosomales en cantidades que permitan el uso de la enzima desde el punto de vista terapéutico.
En el presente documento se desvela la linea celular del grupo de complementacion END3, denominada G71. En el
presente documento se desvela una linea celular G71 que se ha adaptado para el crecimiento en cultivo en
suspension sin suero, denominada G71 S. En el presente documento también se desvelan derivados de las lineas
celulares G71y G71S que se han subclonado adicionalmente o que contienen diferentes plasmidos de expresion.

En el presente documento las células que contienen y expresan ADN o ARN que codifica una proteina recombinante
se denominan células genéticamente modificadas. Las células de mamifero que contienen y expresan ADN o ARN
que codifica la proteina recombinante se denominan células de mamifero genéticamente modificadas. La
introduccion del ADN o del ARN en las células es mediante un método de transfeccién conocido, tal como, por
ejemplo, y sin limitacion, electroporacion, microinyeccion, bombardeo con microproyectiles, precipitacion con fosfato
de calcio, precipitacion con fosfato de calcio modificado, tratamiento con lipidos catidnicos, fotoelectroporacion,
metodologias de fusion, transferencia mediada por receptores o precipitacion con polibreno. Como alternativa, el
ADN o el ARN pueden introducirse por infeccién con un vector virico. Se describen métodos de produccién de
células, incluyendo células de mamifero, que expresan ADN o ARN que codifican una proteina recombinante, en las
Solicitudes de Patente, en tramite junto con la presente, U.S. Ser. N.° 08/334,797, titulada “In Vivo Protein
Production and Delivery System for Gene Therapy”, de Richard F Selden, Douglas A. Treco y Michael W. Heartlein
(presentada el 4 de noviembre de 1994); U.S. Ser. N.° 08/334,455, titulada “In Vivo Production and Delivery of
Erythropoietin or Insulinotropin for Gene Therapy”, de Richard F Selden, Douglas A. Treco y Michael W. Heartlein
(presentada el 4 de noviembre de 1994) y U.S. Ser. N.° 08/231,439, titulada “Targeted Introduction of DNA Into
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Primary or Secondary Cells and Their Use for Gene Therapy”, de Douglas A. Treco, Michael W. Heartlein y Richard
F Selden (presentada el 20 de abril de 1994).

La célula hospedadora que se utiliza para producir enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes puede ser una
linea celular deficiente en acidificacién endosomal, caracterizada por su capacidad para producir dichas enzimas
sulfatasas lisosomales en cantidades que permiten el uso de la enzima desde el punto de vista terapéutico. En el
presente documento se desvela una linea celular del grupo de complementacién END3, derivada de CHO-K1,
denominada G71, y una linea celular G71S, que se ha adaptado para el crecimiento en un cultivo en suspension sin
suero, denominada G71S, que coexpresa el factor de modificaciéon 1 de sulfatasas (SUMF1) humano y una enzima
sulfatasa lisosomal recombinante, y que por tanto pueden producir altos rendimientos de enzimas sulfatasas
lisosomales altamente fosforiladas activas, como se especifica en el apartado de “DEFINICIONES”, permitiendo de
este modo la produccion a gran escala de enzimas sulfatasas lisosomales terapéuticas. La linea celular G71 o G71
S, o derivada de las mismas, puede expresar y segregar enzimas sulfatasas lisosomales recombinantes en
cantidades de al menos aproximadamente 0,5, preferentemente de al menos aproximadamente 0,75, mas
preferentemente al menos de aproximadamente 1,0, e incluso mas preferentemente de al menos aproximadamente
1,25 picogramos/célula/dia.

Vectores y construcciones de acido nucleico

Una construccion de acido nucleico que se utiliza para expresar la proteina recombinante, ya sea el factor de
modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano o la enzima sulfatasa lisosomal, o ambos, puede ser una
construccién que se exprese de manera extracromosomica (de manera episomal) en las células de mamifero
transfectadas o una que se integre, ya sea al azar o en un sitio diana preseleccionado a través de recombinacion
homologa, en el genoma de la célula receptora. Una construccion que se expresa de manera extracromosomica,
comprende, ademas de secuencias que codifican la proteina recombinante, secuencias suficientes para la expresion
de la proteina en las células y, opcionalmente, para la replicacion de la construccion. Esto incluye generalmente un
promotor, un ADN que codifica la proteina recombinante y un sitio de poliadenilacion. EI ADN que codifica la
proteina recombinante se coloca en la construccion de tal manera que su expresion esté bajo el control del
promotor. Opcionalmente, la construccién puede contener componentes adicionales, tales como uno o mas de los
siguientes: un sito de corte y empalme, una secuencia potenciadora, un gen marcador de seleccion bajo el control
de un promotor apropiado, un gen marcador amplificable bajo el control de un promotor apropiado y una region de
union a la matriz (MAR, por las siglas en inglés Matrix Attachment Region) u otro elemento conocido en la técnica
que potencie la expresion de la region donde se inserta.

Cuando la construccion de ADN se integra en el genoma de la célula, es preciso incluir Unicamente las secuencias
de acido nucleico que codifican la proteina recombinante. Opcionalmente, esto puede incluir una secuencia
promotora y una secuencia potenciadora, uno o mas sitios de poliadenilaciéon, uno o mas sitios de corte y empalme,
secuencias de acidos nucleicos que codifican uno o mas marcadores de seleccidon, secuencias de acido nucleico
que codifican un marcador amplificable, una regién de union a la matriz (MAR) u otro elemento conocido en la
técnica que potencie la expresion de la regidon donde se inserta, y/o ADN homologo al ADN genémico en la célula
receptora, para dirigir la integracion del ADN en un sitio seleccionado en el genoma (para dirigir ADN o secuencias
de ADN).

Meétodos de cultivo celular

Las células de mamifero que contienen el ADN o el ARN que codifica la proteina recombinante, se cultivan en
condiciones apropiadas para el crecimiento de las células y expresion del ADN o del ARN. Las células que expresan
la proteina recombinante pueden identificarse, usando métodos conocidos y métodos descritos en el presente
documento, y la proteina recombinante puede aislarse y purificarse, usando métodos conocidos y métodos también
descritos en el presente documento, con o sin amplificacion de la produccién de proteina recombinante. La
identificacion puede realizarse, por ejemplo, explorando células de mamifero modificadas genéticamente que
presentan un fenotipo indicativo de la presencia de ADN o de ARN que codifica la proteina recombinante, tal como
exploracién por PCR, exploracion por analisis de transferencia de Southern o exploraciéon para determinar la
expresion de la proteina recombinante. La seleccion de células que contienen ADN incorporado que codifica la
proteina recombinante, puede efectuarse incluyendo un marcador de seleccion en la construccion de ADN, con el
cultivo posterior de las células transfectadas o infectadas que contienen un gen marcador de seleccion, en
condiciones apropiadas para la supervivencia solo de aquellas células que expresen el gen marcador de seleccion.
Ademas, la amplificacién de la construccion de ADN introducida puede efectuarse cultivando células de mamifero
modificadas genéticamente en condiciones apropiadas (por ejemplo, cultivando células de mamifero modificadas
genéticamente que contengan un gen marcador amplificable en presencia de una concentracion de un farmaco al
cual unicamente pueden sobrevivir las células que contienen copias multiples del gen marcador amplificable.

Las células de mamifero modificadas genéticamente que expresan la proteina recombinante pueden identificarse,
como se describe en el presente documento, por deteccién del producto de expresion. Por ejemplo, las células de
mamifero que expresan enzimas sulfatasas lisosomales altamente fosforiladas, activas, pueden identificarse
mediante un inmunoensayo enzimatico de tipo sandwich. Los anticuerpos pueden dirigirse hacia la parte activa del

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2616263713

agente.
Variantes de enzimas sulfatasas lisosomales

En determinadas realizaciones, pueden prepararse mutantes o variantes de enzimas sulfatasas lisosomales,
altamente fosforiladas, activas, y seran utiles en diversas aplicaciones en las que puedan usarse las enzimas
sulfatasas lisosomales, altamente fosforiladas, activas. Las secuencias de aminoacidos mutantes o variantes del
polipéptido pueden ser mutantes o variantes de sustitucion, insercion o delecién. Los mutantes o variantes de
delecion carecen de uno o mas restos de la proteina nativa que no son esenciales para la funcién o actividad
inmunogénica. Un tipo comun de mutante o variante de deleciéon es uno que carece de secuencias sefial secretoras
o de secuencias sefial que dirigen a una proteina a unirse a una parte particular de una célula. Los mutantes o
variantes de insercion generalmente implican la adicion del material en un punto no terminal en el polipéptido. Esto
puede incluir la inserciéon de un epitopo inmunorreactivo o simplemente de un solo resto. Las adiciones terminales,
también denominadas proteinas de fusién, se analizan mas adelante.

Las variantes pueden ser sustancialmente homélogas o sustancialmente idénticas a la enzima sulfatasa lisosomal
no modificada como se expone anteriormente. Son variantes preferidas las que son variantes de un polipéptido de la
enzima sulfatasa lisosomal altamente fosforilada, activa, que conservan al menos algunas de las actividades
biolégicas, por ejemplo, actividad sulfatasa, de la enzima sulfatasa lisosomal. Otras variantes preferidas incluyen
variantes de un polipéptido de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa humana que conservan al menos algunas de las
actividades sulfatasas de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa humana.

Los mutantes o variantes de sustitucion generalmente intercambian un aminoacido del polipéptido de tipo silvestre
por otro en uno o mas sitios dentro de la proteina, y pueden disefiarse para modular una o mas propiedades del
polipéptido, tales como, por ejemplo, y sin limitacion, estabilidad contra escisidon proteolitica, sin perder otras
funciones o propiedades. Las sustituciones de este tipo son preferentemente conservativas, es decir, un aminoacido
se reemplaza con uno de forma y carga similares. Las sustituciones conservativas son muy conocidas en la técnica
e incluyen, por ejemplo, los cambios de: alanina por serina, arginina por lisina; asparagina por glutamina o histidina;
aspartato por glutamato; cisteina por serina; glutamina por asparagina; glutamato por aspartato; glicina por prolina;
histidina por asparagina o glutamina; isoleucina por leucina o valina; leucina por valina o isoleucina; lisina por
arginina; metionina por leucina o isoleucina; fenilalanina por tirosina, leucina por metionina; serina por treonina,
treonina por serina; triptéfano por tirosina; tirosina por triptéfano o fenilalanina; y valina por isoleucina o leucina.

En el presente documento se ensefia la generacion de mutantes o variantes de sitio de glicosilacion en el que el sitio
de glicosilacion ligado a N o ligado a O de la enzima sulfatasa lisosomal se ha mutado. Dichos mutantes o variantes
pueden ofrecer importante informacion en cuanto a la actividad bioldgica, estructura fisica y posible de union a
sustrato de la enzima sulfatasa lisosomal altamente fosforilada activa. En el presente documento se desvela que
pueden generarse mutantes o variantes del polipéptido de la enzima sulfatasa lisosomal altamente fosforilada activa
que conserven la actividad bioldgica pero que tengan una actividad de unién a sustrato aumentada o disminuida.
Como tales, se contemplan mutaciones del sitio activo o de la region catalitica particularmente para generar
mutantes o variantes de proteinas con actividad de unién a sustrato alterada. La secuencia de la enzima sulfatasa
lisosomal altamente fosforilada activa puede compararse con la de las otras enzimas relacionadas y con restos
seleccionados especificamente mutados.

Los aminoacidos de la proteina madura se numeran desde el supuesto extremo amino como aminoacido nimero 1,
como mutaciones ejemplares que pueden usarse se incluyen, por ejemplo, sustitucion de todas o de algunas
asparaginas posiblemente glucosiladas, incluyendo las posiciones 178 y 397 de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS) humana recombinante (véase la Figura 5).

La union a sustrato puede modificarse con mutaciones en/cerca del sitio activo de la enzima sulfatasa lisosomal
activa. Considerando que dichas mutaciones son ejemplares, los expertos en la técnica reconoceran que pueden
realizarse otras mutaciones de la secuencia enzimatica para proporcionar informaciéon estructural y funcional
adicional acerca de esta proteina y su actividad.

Para construir mutantes o variantes tales como los descritos(as) anteriormente, un experto en la técnica puede
emplear tecnologias convencionales muy conocidas. Se contemplan especificamente deleciones en N terminal,
deleciones en C terminal, deleciones internas, asi como mutagénesis al azar y puntual.

Las deleciones en N terminal y en C terminal son formas de mutagénesis por delecion que se aprovechan, por
ejemplo, de la presencia de un solo sitio de restriccion adecuado cerca del extremo de la regiéon C o N terminal. El
ADN se escinde en el sitio y terminaciones cortadas se degradan por nucleasas tales como BAL31, exonucleasa lll,
DNasa | y nucleasa S1. La reunion de dos extremos produce una serie de ADN con deleciones de diverso tamafo
alrededor del sitio de restriccion. Las proteinas expresadas a partir de dicho mutante pueden ensayarse para
determinar la funcion bioldgica apropiada, por ejemplo, actividad enzimatica, usando técnicas convencionales
conocidas en la materia y descritas en la memoria descriptiva. Para mutantes de delecion interna pueden emplearse
técnicas similares usando dos sitios de restriccidon colocados adecuadamente, permitiendo de este modo realizar

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2616263713

una delecion definida con exactitud, y que los extremos vuelvan a ligarse como se ha indicado anteriormente.

También se contemplan mutantes de digestion parcial. En dichos casos, un experto en la técnica podria emplear un
“cortador de frecuencia” que corta el ADN en numerosos lugares dependiendo de la duracion del tiempo de reaccion.
Por tanto, modificando las condiciones de reaccion, sera posible generar una serie de mutantes de diverso tamario,
que después pueden explorarse con respecto a su actividad.

También puede realizarse una mutacién de insercion al azar cortando la secuencia de ADN con una DNasa |, por
ejemplo, e insertando un tramo de nucleétidos que codifique 3, 6, 9, 12, etc., aminoacidos y volviendo a ligar el
extremo. Una vez realizada una mutacién de este tipo, los mutantes pueden explorarse para determinar diversas
actividades presentadas por la proteina de tipo silvestre.

También puede emplearse mutagénesis puntual para identificar con particularidad qué restos de aminoacidos son
importantes en actividades particulares asociadas a la actividad biolégica de la enzima sulfatasa lisosomal. Por
tanto, un experto en la técnica podra generar cambios de una sola base en la cadena de ADN para producir un
codon alterado o una mutacién de sentido erréneo.

Los aminoacidos de una proteina particular pueden alterarse para crear un equivalente, o incluso una molécula de
segunda generacion, mejorada. Dichas alteraciones contemplan la sustitucion de un aminoacido determinado de la
proteina sin pérdida apreciable de capacidad de unidn interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones
de anticuerpos de unién a antigeno o sitios de unién en receptores o moléculas sustrato. Dado que la capacidad
interactiva y la naturaleza de una proteina es lo que define esa actividad funcional bioldgica de la proteina, pueden
realizarse determinadas sustituciones de aminoacidos en una secuencia de proteina, y en su secuencia codificante
de ADN subyacente, y sin embargo obtener una proteina con propiedades similares. Por tanto, pueden realizarse
diversos cambios en las secuencias de ADN de genes sin pérdida apreciable de su actividad o utilidad bioldgica,
como se indica mas adelante.

Al realizar dichos cambios, ha de considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. Se acepta que el caracter
hidropatico relativo de los aminoacidos contribuye a la estructura secundaria de la proteina resultante, que a su vez
define la interaccion de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN,
anticuerpos, antigenos y similares. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico en funciéon de sus
caracteristicas de hidrofobia y carga (Kyte y Doolittle, J. Mol. Biol., 157(1): 105-132, 1982). Generalmente, los
aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tengan una puntuacion o un indice hidropatico similar y
seguir produciendo una proteina con actividad biologica similar, es decir, seguir obteniendo una proteina equivalente
funcionalmente biologica.

Ademas, la sustitucién de aminoacidos similares puede realizarse eficazmente en funcién de la hidrofilia. La Patente
U.S. 4.554.101 indica que el promedio local mas elevado de hidrofilia de una proteina, regido por la hidrofilia de sus
aminoacidos adyacentes, se correlaciona con una propiedad biolégica de la proteina. Como tal, un aminoacido
puede sustituirse por otro que tenga un valor de hidrofilia similar y seguir obteniendo una proteina inmunolégica y
bioldgicamente equivalente.

Como ejemplos de sustituciones de aminoacidos que pueden usarse en este contexto de la invencion se incluyen,
pero sin limitacion, el intercambio de arginina y lisina; de glutamato y aspartato; de serina y treonina; de glutamina y
asparagina; y de valina, leucina e isoleucina. Los expertos en la materia conoceran bien otras sustituciones de este
tipo que tienen en cuenta la necesidad de conservar algunas o todas las actividades biolégicas aunque se altere la
estructura secundaria de la proteina.

Otro tipo de variante que se contempla para la preparacion de polipéptidos de acuerdo con la invencién es el uso de
peptidomiméticos. Los miméticos son moléculas que contienen péptidos que imitan elementos de la estructura
secundaria de la proteina. Véase, por ejemplo, Johnson et al., “Peptide Turn Mimetics” en BIOTECHNOLOGY AND
PHARMACY, Pezzuto et al., Eds., Chapman y Hall, Nueva York (1993). La logica subyacente detras del uso de los
peptidomiméticos es que el esqueleto peptidico de las proteinas existe principalmente para orientar las cadenas
laterales de aminoacidos de tal manera que se faciliten las interacciones moleculares, tales como las de un
anticuerpo y un antigeno. Se espera que un péptidomimético permita interacciones moleculares similares a las de la
molécula natural. Estos principios pueden usarse, junto con los principios descritos anteriormente, para disefar
moléculas de segunda generacion que tengan muchas de las propiedades naturales de las enzimas sulfatasas
lisosomales, pero con caracteristicas alteradas e incluso mejoradas.

Glicosilacion modificada de las enzimas sulfatasas lisosomales
También pueden producirse variantes de una enzima sulfata lisosomal altamente fosforilada activa que tengan un
patron de glicosilacién modificado con respecto al polipéptido parental, por ejemplo, la delecién de uno o mas

residuos de hidratos de carbono y/o la adicion de uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en el
polipéptido nativo.
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La glicosilacion esta generalmente ligada a N o ligada a O. Ligada a N se refiere a la union del residuo de hidrato de
carbono con la cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la unién enzimatica del residuo de hidrato de carbono con la cadena lateral de asparagina. La presencia de
cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un posible sitio de glicosilacion. Por tanto,
pueden afiadirse sitios de glicosilacion ligados a N a un polipéptido, alterando la secuencia de aminoacidos de tal
manera que contenga una o mas de estas secuencias tripeptidicas. Glicosilacion ligada a O se refiere a la unién de
uno de los azucares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa con un hidroxiaminoacido, mas habitualmente serina
o treonina, aunque también pueden usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina. Pueden afadirse sitios de glicosilacion
ligados a O insertando o sustituyendo uno o mas restos de serina o treonina en la secuencia del polipéptido original.

Intercambio de dominios

Diversas partes de las proteinas de enzima sulfatasa lisosomal poseen gran cantidad de homologia de secuencia.
En los polipéptidos de enzima sulfatasa lisosomal pueden identificarse mutaciones que pueden alteran su funcion.
Estos estudios son posiblemente importantes por al menos dos razones. La primera es que proporcionan una
expectativa razonable de que incluso otros homélogos, variantes alélicas y mutantes de este gen pueden existir en
especies relacionadas, tales como rata, conejo, mono, gibén, chimpancé, simio, babuino, vaca, cerdo, caballo, oveja
y gato. Después del aislamiento de estos homologos, variantes y mutantes, y junto con otros analisis, pueden
identificarse determinados dominios activos o funcionales. La segunda razén es que esto proporcionara un punto de
partida para un analisis mutacional posterior de la molécula como se describe anteriormente. Una manera en la que
esta informacién puede aprovecharse es en “intercambio de dominios”.

El intercambio de dominios implica la generacion de moléculas recombinantes usando polipéptidos diferentes
aunque relacionados. Por ejemplo, comparando la secuencia de una enzima sulfatasa lisosomal, por ejemplo, N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa, con la de una enzima sulfatasa lisosomal similar de otra fuente y con mutantes y
variantes alélicas de estos polipéptidos, se pueden hacer predicciones sobre las regiones funcionalmente
significativas de estas moléculas. Por tanto es posible intercambiar dominios relacionados de estas moléculas en un
esfuerzo para determinar la criticidad de estas regiones con respecto a la funcion enzimatica y sus efectos en
trastornos por depdsito lisosomal. Estas moléculas pueden tener valor adicional ya que estas “quimeras” pueden
diferenciarse de moléculas naturales, aunque posiblemente proporcionen la misma funcioén o incluso potenciada.

Basandose en las numerosas enzimas sulfatasas lisosomales que ahora se identifican, analisis de mutaciones
adicionales y su efecto previsto sobre la estructura secundaria se sumaran a este entendimiento. Se contempla que
los mutantes que intercambian dominios entre las enzimas sulfatasas lisosomales proporcionaran informacién Gtil
sobre la relacion entre estructura/funcion de estas moléculas y los polipéptidos con los que interaccionan.

Proteinas de fusion

Ademas de las mutaciones descritas anteriormente, la presente invencion también contempla la generacion de un
tipo especializado de variante de inserciéon conocido como proteina de fusién. Generalmente, esta molécula tiene
toda o una parte sustancial de la molécula nativa, ligada al extremo N o C, a toda o una parte de un segundo
polipéptido. Por ejemplo, las fusiones generalmente emplean secuencias lider de otra especie para permitir la
expresion recombinante de una proteina en un hospedador heterélogo. Otra fusion util incluye la adicion de un
dominio inmunolégicamente activo, tal como un epitopo de anticuerpo, para facilitar la purificacion de la proteina de
fusion. La inclusiéon de un sitio de escisién en o cerca de la unién de la fusion, facilitara la retirada del polipéptido
extrafio después de la purificacion. Otras fusiones utiles incluyen el ligamiento de dominios funcionales, tales como
sitios activos de enzimas, dominios de glicosilacion, sefiales de direccionamiento celular o regiones transmembrana.

Existen diversos sistemas de expresion de proteinas de fusion disponibles en el comercio que pueden usarse en la
presente invencion. Como sistemas particularmente Utiles se incluyen, pero sin limitacion, el sistema glutation S-
transferasa (GST) (Pharmacia, Piscataway, NJ), el sistema proteina de unién a maltosa (NEB, Beverly, MA), el
sistema FLAG (IBIl, New Haven, CT), el sistema 6xHis (Qiagen, Chatsworth, CA). Estos sistemas pueden producir
polipéptidos recombinantes que lleven solo un pequefio numero de aminoacidos adicionales, que no es probable
que afectan a la capacidad antigénica del polipéptido recombinante. Por ejemplo, tanto el sistema FLAG como el
sistema 6xHis afiaden solo secuencias cortas, ambos de los cuales se sabe que son poco antigénicos y no afectan
adversamente al plegamiento del polipéptido en su conformacion nativa. Otra fusion N terminal que se contempla
que es util es la funcion de un dipéptido Met-Lys en la regiéon N terminal de la proteina o péptidos. Dicha fusion
puede producir aumentos beneficiosos en la expresién o actividad de la proteina.

Una construccion de fusion particularmente Util puede ser una en la que un polipéptido de enzima sulfatasa
lisosomal altamente fosforilada activa o un fragmento del mismo se fusiona con un hapteno para potenciar la
inmunogenicidad de una construccion de fusion de enzima sulfatasa lisosomal. Esto puede ser util en la produccién
de anticuerpos contra la enzima sulfatasa lisosomal altamente fosforilada activa para permitir la deteccién de la
proteina. En otras realizaciones, puede crearse una construccion de fusion que potencie el direccionamiento de las
composiciones relacionadas con la enzima sulfatasa lisosomal a un sitio o0 a una célula especificos.
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Otras construcciones de fusion, incluyen un péptido heterélogo con propiedades deseadas, por ejemplo, un motivo
que dirige la enzima sulfatasa lisosomal a un 6rgano, tejido o tipo de célula particular. En una realizacion preferida,
una construccioén de fusion incluye un péptido que se dirige a hueso, por ejemplo, 6 restos de acido aspartico (6xAsp
o 6D) fusionados a una enzima sulfatasa lisosomal pueden dirigir la enzima a sitios particulares en el hueso.

Para el direccionamiento también se contemplan otras construcciones de fusion, incluyendo un polipéptido
heterdlogo con propiedades deseadas, por ejemplo, una region constante de Ig para prolongar la semivida en suero
o un anticuerpo o fragmento del mismo para dirigirse también. Otros sistemas de fusidon producen hibridos de
polipéptidos donde es deseable escindir el compariero de fusién del polipéptido deseado. En una realizacion, el
compafiero de fusion esta ligado al polipéptido de enzima sulfatasa lisosomal altamente fosforilada activa
recombinante mediante una secuencia peptidica que contiene una secuencia de reconocimiento especifica para una
proteasa. Son ejemplos de secuencias adecuadas los reconocidos por la proteasa del Virus del Grabado Tabaco
(Life Technologies, Gaithersburg, MD) o el Factor Xa (New England Biolabs, Beverley, MA).

Derivados

Como se ha indicado anteriormente, un derivado se refiere a polipéptidos quimicamente modificados por técnicas
tales como, por ejemplo y sin limitacion, ubiquitinacion, marcaje (por ejemplo, con radionuclidos o diversas enzimas),
union covalente con polimeros, tal como PEGilacion (derivatizacion con polietilenglicol) e insercién o sustitucion
mediante sintesis quimica de aminoacidos tales como ornitina. Los derivados de la enzima sulfatasa lisosomal son
también utiles como agentes terapéuticos y pueden producirse con los métodos de la invencion.

El polietilenglicol (PEG) puede unirse a la enzima sulfatasa lisosomal producida por los métodos de la invencién para
proporcionar mayor semivida in vivo. El grupo PEG puede tener cualquier peso molecular conveniente y puede ser
lineal o ramificado. El peso molecular promedio del PEG variara preferentemente de aproximadamente 2 kiloDalton
(“*kDa) a aproximadamente 100 kDa, mas preferentemente de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 50 kDa,
mas preferentemente de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 10 kDa. Los grupos PEG generalmente se
uniran a las enzimas sulfatasa lisosomales de la invencién mediante acilacién o alquilacién reductora a través de un
grupo reactivo en el residuo de PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, tiol o éster) a un grupo reactivo del
residuo de proteina (por ejemplo, un grupo aldehido, amino o éster). La adicion de residuos de PEG a polipéptidos
de interés puede realizarse usando técnicas muy conocidas en la materia. Véase, por ejemplo, la Publicacion
Internacional N.° WO 96/11953 y la Patente de Estados Unidos N.° 4.179.337.

El ligamiento del polipéptido de enzima sulfatasa lisosomal con PEG normalmente se produce en fase acuosa y
puede monitorizarse facilmente mediante HPLC analitica de fase inversa. Los péptidos PEGilados pueden
purificarse facilmente mediante HPLC preparativa y caracterizarse mediante HPLC analitica, mediante analisis de
aminoacidos y mediante espectrometria de masas con desorcion laser.

Marcadores

En algunas realizaciones, la enzima sulfatasa lisosomal terapéutica se marca para facilitar su deteccion. Un
“marcador” o un ‘residuo detectable” es una composiciéon que puede detectarse por medios espectroscopicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, quimicos u otros medios fisicos. Por ejemplo, como marcadores
adecuados para su uso en la presente invencion se incluyen, pero sin limitacion, marcadores radioactivos (por
ejemplo, P), fluoréforos (por ejemplo, fluoresceina), reactivos denso electronicos, enzimas (por ejemplo, como las
habitualmente usadas en un ensayo ELISA), biotina, digoxigenina, o haptenos, asi como proteinas que pueden
hacerse detectables, por ejemplo, incorporando un radiomarcador en el hapteno o péptido, o usarse para detectar
anticuerpos especificamente reactivos con el hapteno o el péptido.

Como ejemplos de marcadores adecuados para su uso en la presente invencion se incluyen, pero sin limitacion,
colorantes fluorescentes (por ejemglo, isotiocianato de fluoresceina, rojo Texas, rodamina y similares),
radiomarcadores (por ejemplo, 3H, ! 5I, 3'5S, “C o 32P), enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina y otras habitualmente usadas en un ensayo ELISA) y marcadores colorimétricos tales como oro
coloidal, plastico o perlas de plastico de color (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

El marcador puede acoplarse directa o indirectamente al componente deseado de la enzima sulfatasa lisosomal de
acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Preferentemente, en una realizacion el marcador esta unido
covalentemente a la enzima sulfatasa lisosomal usando un reactivo de isocianato para la conjugacion de un agente
activo de acuerdo con la invencion. En un aspecto de la invencion, los reactivos de isocianato bifuncionales de la
invencion pueden usarse para conjugar un marcador con una enzima sulfatasa lisosomal para formar un conjugado
de enzima sulfatasa lisosomal - marcador sin un agente activo unido al mismo. El conjugado de enzima sulfatasa
lisosomal - marcador puede usarse como un producto intermedio para la sintesis de un conjugado marcado de
acuerdo con la invencién o puede usarse para detectar el conjugado de enzima sulfatasa lisosomal. Como se indica
anteriormente, pueden usarse diversos marcadores, seleccionandose el marcador dependiendo de la sensibilidad
requerida, de la facilidad de conjugacion con el componente deseado de la enzima sulfatasa lisosomal, de los
requisitos de estabilidad, de los equipos disponibles y de los suministros de eliminacién. Los marcadores no
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radioactivos a menudo se unen por medios indirectos. Generalmente, una molécula ligando (por ejemplo, biotina)
esta unida covalentemente a la enzima sulfatasa lisosomal. El ligando se une después a otra molécula (por ejemplo,
estreptavidina), que es intrinsecamente detectable o esta unida covalentemente a un sistema sefializador, tal como
una enzima detectable, un compuesto fluorescente o un compuesto quimioluminiscente.

Las enzimas sulfatasas lisosomales de la invenciéon también pueden conjugarse directamente con compuestos
generadores de sefial, por ejemplo, por conjugacion con una enzima o fluoréforo. Como enzimas adecuadas para su
uso como marcadores se incluyen, pero sin limitacion, hidrolasas, particularmente fosfatasas, esterasas y
glucosidadas, u oxidotasas, particularmente, peroxidasas. Los compuestos fluorescentes, es decir, fluoréforos,
adecuados para su uso como marcadores incluyen, pero sin limitacion, fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus
derivados, dansilo, umbeliferona, etc. Otros ejemplos de fluoréforos adecuados incluyen, pero sin limitacion, eosina,
TRITC-amina, quinina, fluoresceina W, amarillo de acridina, lisamina, rodamina, eritrosceina sulfonil cloruro B,
rutenio (tris, bipiridinio), Rojo Texas, dinucledtido de nicotinamida y adenina, dinucleétido de adenina y flavina, etc.
Los compuestos quimioluminiscentes adecuados para su uso como marcadores incluyen, pero sin limitacion,
luciferina y 2,3-dihidroftalazinodionas, por ejemplo, luminol. Para una revision de diversos sistemas marcadores o
productores de sefiales que pueden usarse en los métodos de la presente invencion, véase la Patente de Estados
Unidos N.° 4.391.904.

Los expertos en la técnica conocen bien medios para detectar marcadores. Por tanto, por ejemplo, cuando el
marcador es radioactivo, los medios para deteccion incluyen un contador de centelleo o una pelicula fotografica,
como en una autorradiografia. Cuando el marcador es un marcador fluorescente, este puede detectarse excitando el
fluorocromo con la longitud de onda de luz apropiada y detectar la fluorescencia resultante. La fluorescencia puede
detectarse visualmente, usando detectores electronicos tales como dispositivos acoplados a carga (CCD) o
fotomultiplicadores y similares. Asimismo, los marcadores enzimaticos pueden detectarse proporcionando a la
enzima sustratos apropiados y detectando el producto de reaccion resultante. Los marcadores colorimétricos o
quimioluminiscentes pueden detectarse simplemente observando el color asociado al marcador. Otros sistemas de
marcaje y deteccion adecuados para su uso en los métodos de la presente invencion seran facilmente obvios para
los expertos en la técnica. Dichos moduladores y ligandos marcados pueden usarse en el diagndstico de una
enfermedad o estado de salud.

En una realizacién preferida, el método comprende la etapa de producir enzimas sulfatasas lisosomales altamente
fosforiladas, activas, de lineas celulares con defectos en el transito endosomal. En una realizaciéon particularmente
preferida, el método comprende la etapa de producir N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana,
recombinante, altamente fosforilada, activa, de la linea celular CHO G71, o de una derivada de la misma. La
produccion de enzimas sulfatasas lisosomales, tales como GALNS, comprende las etapas de: (a) desarrollar una
linea celular G71 o derivada de G71 que coexprese una enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante, por
ejemplo, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) y el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano
recombinante; (b) cultivar lineas celulares que coexpresen la enzima sulfatasa lisosomal humana y SUMF1; y (c)
aumentar gradualmente las lineas celulares que coexpresen la enzima sulfatasa lisosomal humana y SUMF1 en un
biorreactor, para la produccién de enzimas sulfatasas lisosomales. Los ADNc de la enzima sulfatasa lisosomal
humana, por ejemplo, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) y de SUMF1 humano se subclonaron en vectores
de expresion de mamifero, basicamente como se describe en el presente documento mas adelante.

Para el desarrollo de la linea celular, un clon de G71 o G71S adaptado para el crecimiento en cultivo de suspension
sin suero, se co-transfectd con un vector de expresion de mamifero de GALNS humana, con un vector de expresion
de mamifero de SUMF1 humano y con un gen marcador de seleccion, y se seleccionaron transformantes estables.
Después de una primera ronda de subclonacion de transfectantes estables, se seleccionaron lineas celulares
usando el sustrato fluorescente y especificamente disefiado. Las lineas celulares G71 o G71S se analizaron con
respecto a la productividad especifica de célula (pg de producto/célula) en centrifugadoras con microtransportadores
o en cultivo en suspension, respectivamente. Las mejores productoras de GALNS humana se identificaron y se
aumentaron gradualmente en un biorreactor para la produccion de material preclinico.

En el presente documento se ensefia un ensayo basado en células para medir la actividad de una enzima lisosomal
humana recombinante para degradar sustratos naturales. EI método puede comprender (a) cultivar una célula
humana aislada deficiente en la enzima lisosomal en condiciones en las que se acumulen sustratos naturales para la
enzima lisosomal; (b) poner en contacto la célula con la enzima lisosomal; (c) producir la lisis de la célula; (d) anadir
al lisado celular una enzima que (i) sea especifica para los sustratos naturales y (2) escinda oligosacaridos
pequefios de los sustratos naturales; (e) marcar los oligosacaridos pequefios con un residuo detectable; (f) separar
opcionalmente los oligosacaridos pequefios marcados; (g) detectar los oligosacaridos pequefios marcados; y (h)
determinar la actividad de la enzima lisosomal para degradar los sustratos naturales comparando (i) la cantidad de
oligasacaridos pequefios marcados de las células que se han puesto en contacto con la enzima lisosomal con (ii) la
cantidad de oligosacaridos pequefios marcados de las células que no se han puesto estan en contacto con la
enzima lisosomal, en el que una reduccién en (h)(i) en comparacién con (h)(ii) indica la actividad de la enzima
lisosomal para degradar sustratos naturales. En una realizacion, el oligosacarido pequefio es un mono-, di, o tri-
sacarido. En una realizacion relacionada, el oligosacarido pequefio es un disacarido.
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La enzima lisosomal es N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS).

Las células humanas adecuadas que pueden usarse en el ensayo basado en células incluyen cualquier célula
humana que sea deficiente en la enzima lisosomal a ensayar, de tal manera que pueda acumular los sustratos
naturales para la enzima lisosomal. Por ejemplo, pueden usarse células que presenten, de manera natural, una
deficiencia completa (100 %) o parcial en actividad, por ejemplo, una reduccion de 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %,
95 % o mas en actividad. Pueden usarse células que expresen una enzima mutante con actividad disminuida, o
células procedentes de pacientes que padecen una enfermedad por depdsito lisosomal, por ejemplo, una
mucopolisacaridosis. Pueden usarse células alteradas de manera recombinante para desactivar (knockout) o reducir
la actividad de la enzima lisosomal, por ejemplo, introduciendo una mutacion en el gen codificante o en su promotor
0 en ofra region reguladora. Pueden usarse células tratadas para reducir la actividad enzimatica lisosomal, por
ejemplo, tratadas con ARN antisentido o ARNi (ARN de interferencia) para reducir la expresion enzimatica.

Los expertos en la materia pueden seleccionar enzimas adecuadas que escinden (digieren) oligosacaridos
pequefos de hidratos de carbono y que son “especificas para” (es decir, digieren predominantemente) los sustratos
naturales de la enzima lisosomal. Por ejemplo, para la deteccion de actividad de GALNS o GLB1 (enzimas que
degradan queratan sulfato) la enzima de la etapa (d) puede ser queratanasa Il o cualquier enzima que actiue
principalmente sobre queratan sulfato. Como otro ejemplo, para deteccion de IDU, ARSB, IDS o GUSB (enzimas
que degradan dermatan sulfato), la enzima de la etapa (d) puede ser Condroitinasa ABC o cualquier enzima que
actue principalmente sobre dermatan sulfato. Como otro ejemplo, para deteccion de IDU, IDS, SGHS, G6S o GUSB
(enzimas que degradan heparan sulfato), la enzima de la etapa (d) puede ser Heparanasa | o Heparanasa I, o
ambas. Como otro ejemplo mas, para la deteccion de GAA (una enzima que degrada glucogeno), la enzima de la
etapa (b) puede ser una a-amilasa o cualquier enzima que actue principalmente sobre glucégeno.

Este método basado en células puede ser muy sensible para la detecciéon de la actividad enzimatica lisosomal. La
actividad enzimatica lisosomal puede ser detectable cuando la concentracion de la enzima lisosomal es tan baja
como de aproximadamente 10 nM, o de aproximadamente 5 nM, o de aproximadamente 1 nM, o de
aproximadamente 0,75 nM, o de aproximadamente 0,5 nM, o de aproximadamente 0,25 nM, o de aproximadamente
0,1 nM, o de aproximadamente 0,05 nM, o de aproximadamente 0,01 nM, o de aproximadamente 0,005 nM, o de
aproximadamente 1 pM o de aproximadamente 0,5 pM.

ll. Purificacion de enzimas sulfatasas lisosomales

El material del biorreactor que contenia la GALNS humana recombinante se filtr6, se concentré6 20 veces por
ultrafiltracion/diafiltracion, y después se filtré a través de carbono activado antes de cargar en una columna de
captura. El material del biorreactor concentrado se cargé en una columna de Sefarosa FF quelante con (Zn-IMAC) a
una conductividad ~55 + 5 mS/cm, se lavé secuencialmente con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 500 mM, pH 7,0 y
acetato/fosfato 10 mM, NaCl 125 mM, pH 7,0 (tampdn A), y después se eluy6 con una mezcla de 70 % de tampdn A
y 30 % de acetato/fosfato 10 mM, NaCl 125 mM, imidazol 300 mM, pH 7,0 (tampdn B). El eluato de la columna de
Sefarosa FF quelante con Zn (Zn-IMAC) se ajust6é a una conductividad de ~6,0 + 0,55 mS/cm y aun pH 7,0 y se
cargd en un filtro Mustang Q para eliminar posibles virus. El filtrado de Mustang Q se ajusté a pH 4,5 + 0,1, se filtr6 a
través de un filtro CUNO 60ZA seguido de un filtro en linea de 0,2 um y después se cargd en una columna Fractogel
EMD SE Hi-Cap (M), se lavé secuencialmente con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, pH 4,5 y una mezcla de
80 % de tampdn A (acetato/fosfato 10 mM, pH 5,0) y 20 % de tampdn B (acetato/fosfato 10 mM, NaCl 250 mM, pH
5,0) y se eluyd con un gradiente lineal al 20 %-75 % de tampdn B (en 80 % - 25 % de tampodn A). El eluato de la
columna Fractogel EMD SE Hi-Cap, se ajustd después a pH 3,0 + 0,1 por la adicion de tampon citrato 0,2 M, a un pH
3,4 para la inactivacion de virus a pH bajo. El eluato de la columna Fractogel EMD SE Hi-Cap que experimento
inactivacion de virus a pH bajo, se ajusté a NaCl 2 M y a pH 5,0 por la adicién de tampon citrato 0,2 M, a pH 6,0 y
después se cargd en una columna ToyoPearl Butyl 650 M, se lavé con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 2 M, pH 5,0
(tampon A), y después se eluyé una mezcla de 35 % de tampdn A 'y 65 % de tampdn B (acetato/fosfato 10 mM, pH
5,0). El tampédn del eluato de ToyoPearl Butyl 650 M se cambio a NaOAc/HOAc 20 mM, NaH,PO4 50 mM, HCI
arginina 30 mM, sorbitol al 2 % (p/v), pH 5,4 y se ajust6 a una concentracion final de GALNS de 3 mg/ml. La GALNS,
cuyo tampon se cambid y cuya concentracion se ajusto, se filtrd a través de un filtro para virus (DV20) y de un filtro
para ADN (Mustang Q) para eliminar cualquier virus y ADN residual. Se afadié Polisorbato 20 o PS20 a una
concentracion final de 0,01 % (p/v), dando como resultado una sustancia farmacoldgica en bruto (BDS, Bulk Drug
Substance). La BDS se conservo a 2-8 °C o se congelo.

Como alternativa, el material del biorreactor que contenia la GALNS humana recombinante se filtrd, se concentré 20
veces por ultrafiltracion/diafiltracion y después se filtro a través de carbono activado antes de cargar en una columna
de captura. El material del biorreactor concentrado se cargd en una columna de Sefarosa FF quelante con ZN (Zn-
IMAC) a una conductividad de ~55 + 5 mS/cm, se lavd secuencialmente con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 500 mM,
pH 7,0 y acetato/fosfato 10 mM, NaCl 125 mM, pH 7,0 (tampdn A), y después se eluyd con una mezcla de 70 % de
tampon Ay 30 % de acetato/fosfato 10 mM, NaCl 125 mM, imidazol 300 mM, pH 7,0 (tampon B). El eluato de la
columna de Sefarosa quelante con Zn (Zn-IMAC) se filtré para eliminar los virus y se ajusté a un pH 4,5 + 0,1 con
acetato 1,75 M, a pH 4,0, se filtré a través de un filtro Millipore COHC, se mezclé con acetato/fosfato 10 mM, pH 4,5
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a una proporcion de 30:70 (v/v) y después se cargd en una columna Fractogel EMD SE Hi-Cap (M) a una
conductividad < 7 mS/cm, se lavé secuencialmente con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, pH 4,5 y una mezcla de
80 % de tampdn A (acetato/fosfato 10 mM, pH 5,0) y 20 % de tampdn B (acetato/fosfato 10 mM, NaCl 250 mM, pH
5,0) y se eluy6 con un gradiente lineal de 20 %-75 % de tampén B (en 80 % - 25 % de tampdn A). El eluato de la
columna Fractogel EMD SE Hi-Cap se ajustd después a pH 3,0 £ 0,1 por adiciéon de tampon citrato 0,4 M, pH 3,4
para la inactivacion de virus a pH bajo. El eluato de la columna Fractogel EMD SE Hi-Cap que experimento
inactivacion de virus a pH bajo se ajusté a NaCl 2 M y a pH 5 por adicion de tampon citrato 0,4 M, pH 6,0, se mezclo
con acetato/fosfato 10 mM, pH 5, que contenia NaCl 5 M para obtener una concentracion de NaCl 2 M, y después se
carg6 en una columna ToyoPearl Butyl 650 M, se lavé secuencialmente con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 2 M, pH
4.4 + 0,1y acetato/fosfato 10 mM, NaCl 2,5 M, pH 5,0 (tampon A), y después se eluy6 un gradiente lineal de 100 %
a 32 % de tampén A 'y de 0 % a 65 % de tampdn B (acetato/fosfato 10 mM, pH 5,0), seguido de una mezcla de
tampon A 32 % y tampdn B 68 %. El tampdn del eluato de ToyoPearl Butyl 650 M se cambié a NaOAc/HOAc 20 mM,
NaH.PO4 50 mM, HCI arginina 30 mM, sorbitol al 2 % (p/v), pH 5,4 y opcionalmente se ajusté a una concentracién
final de GALNS 3 mg/ml. La GALNS cuyo tampdn se cambio y cuya concentracion se ajusto, se filird a través de un
filtro para virus (DV20) y de un filtro para ADN (Mustang Q) para eliminar cualquier virus y ADN residual. Se afiadié
Polisorbato 20 (PS20) a una concentracion final de 0,01 % (p/v), dando como resultado la sustancia farmacoldgica
en bruto (BDS). La BDS se conservo a 2-8 °C o se congelo.

La purificacion de la GALNS humana recombinante se ha descrito con detalle anteriormente, y la purificacion de la
GALNS humana recombinante siguiendo procedimientos modificados de los protocolos anteriores se ha descrito con
detalle anteriormente.

La enzima GALNS humana recombinante se expresé en células G71S como se describe en el Ejemplo Il y se
purificdé como describe en el Ejemplo V o Ejemplo VI. La GALNS humana recombinante purificada de la invencion
puede compararse con otras preparaciones documentadas de GALNS. Masue et al., J. Biochem. 110: 965-970,
1991 describen la purificacion y caracterizacion de GALNS de placenta humana. Se descubrié que la enzima
purificada tenia un peso molecular de 120 kDa, que consistian en los polipéptidos de 40 kDa y 15 kDa,
observandose que este Ultimo era una glucoproteina. Por tanto, parece que la enzima GALNS de Masue et al., se
corresponde con la forma procesada representada en la Figura 5. Bielicki ef al., Biochem. J. 279: 515-520, 1991
describen la purificacion y caracterizacion de GALNS de higado humano. Cuando se analizé6 con SDS-PAGE, la
enzima tenia un peso molecular de 70 kDa en condiciones no reductoras y pesos moleculares de 57 kDa, 39 kDa y
19 kDa en condiciones reductoras. Bielicki et al., Biochem J. 311: 333-339, 1995 describieron la purificacion y
caracterizacion de GALNS humana recombinante de células de ovario de hamster chino. Se descubrié que la
enzima purificada en SDS-PAGE tenia un peso molecular de 58-60 kDa en condiciones no reductoras y un peso
molecular de 55-57 kDa, 39 kDa y 38 kDa en condiciones reductoras. Por tanto, parece que las enzimas GALNS de
Bielicki et al. se corresponden con una mezcla de la forma pre-procesada (precursora) de la enzima y la forma
procesada representada en la Figura 5. En cambio, la enzima GALNS humana recombinante de la invencion
consiste, casi en su totalidad, en la forma precursora de la enzima (véase la Figura 9 y la Figura 12) o
predominantemente (es decir, al menos aproximadamente un 85 %) en la forma precursora de la enzima (véase la
Figura 10).

IV. Enzimas sulfatasas lisosomales y enfermedades por deposito lisosomal

La enzima sulfatasa lisosomal es una enzima de longitud completa, o cualquier fragmento, mutante, variante o
derivado de la misma, que conserve al menos una cantidad sustancial (por ejemplo, al menos aproximadamente
50 %, preferentemente al menos aproximadamente 75 % y mas preferentemente al menos aproximadamente 90 %),
sustancialmente toda, o toda la actividad terapéutica o bioldgica (por ejemplo, actividad sulfatasa) de la enzima.

En algunas realizaciones, la enzima sulfatasa lisosomal es una que, si no se expresa o se produce, 0 si Su expresion
o produccion se reduce sustancialmente, puede dar lugar a una enfermedad, incluyendo pero sin limitacion,
enfermedades por depdsito lisosomal. En algunas realizaciones, la enzima sulfatasa lisosomal es una que, si no se
expresa o se produce, o si se reduce sustancialmente su expresion o produccion, puede no dar lugar a una
enfermedad, pero cuya ausencia o expresion o produccion reducida esta asociada a la enfermedad, incluyendo pero
sin limitacion, enfermedades por depdsito lisosomal. Preferentemente, la enzima sulfatasa lisosomal procede o se
obtiene de un ser humano.

Preferentemente, en el tratamiento de enfermedades por depésito lisosomal, la enzima sulfatasa lisosomal es una
enzima que se encuentra en una célula que, si no se expresa o se produce, o si esta sustancialmente reducida en
expresion o produccion, daria lugar a una enfermedad por depdsito lisosomal. Como alternativa, en el tratamiento de
enfermedades por deposito lisosomal, la enzima sulfatasa lisosomal es una enzima cuya ausencia o expresion o
produccion sustancialmente reducida esta asociada a la enfermedad, aunque su ausencia o expresion o produccion
sustancialmente reducida puede no dar lugar en si misma a la enfermedad. Preferentemente, la enzima sulfatasa
lisosomal procede o se obtiene de un ser humano.

Preferentemente, la enzima es una enzima sulfatasa lisosomal, tal como arisulfatasa A (ARSA) (Registro de
Genbank N.° NP_000478 (isoforma a), Registro de Genbank N.° NP_001078897 (isoforma b) y otras variantes),
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arilsulfatasa B/N- N-acetilglucosamina-4-sulfatasa (ARSB) (Registro de Genbank N.° P15848), iduronato-2-sulfatasa
(IDS) (Registro de Genbank N.° NP_000193 (isoforma a), Registro de Genbank N.° NP_006114 (isoforma b)),
sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa (SGSH) (Registro de Genbank N.° NP_000190), N-acetilglucosamina-sulfatasa
(G6S) (Registro de Genbank N.° NP_002067) y Galactosa 6-sulfatasa/N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
(Registro de Genbank N.° NP_000503). A continuacion se expone una tabla de enfermedades por depdsito
lisosomal y las enzimas sulfatasas lisosomales deficientes en las mismas, que son utiles como agentes terapéuticos:

Enfermedad por depésito lisosomal Deficiencia de sulfatasa lisosomal
Mucopolisacaridosis de tipo Il sindrome de Hunter Iduronato-2-sulfatasa
Mucopolisacaridosis de tipo IlIA sindrome de Sanfilippo Sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa
Mucopolisacaridosis de tipo IlID sindrome de Sanfilippo N-Acetilglucosamina 6-sulfatasa
Mucopolisacaridosis de tipo IVA sindrome de Morquio N-Acetilgalactosamina-6-sulfatasa

Mucopolisacaridosis de tipo VI N-Acetilgalactosamina 4-sulfatasa
Leucodistrofia metacromatica (MLD) Arilsulfatasa A
Deficiencia multiple de sulfatasa (MSD) Sulfatasas multiples

En realizaciones preferidas, la enzima sulfatasa lisosomal es una enzima sulfatasa lisosomal humana recombinante
producida por una linea celular deficiente en acidificacion endosomal. En realizaciones mas preferidas, la enzima
sulfatasa lisosomal humana recombinante es activa y tiene un alto nivel de oligasacaridos fosforilados como se
especifica en el apartado “DEFINICIONES”. En realizaciones mas preferidas, la enzima sulfatasa lisosomal es una
N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, recombinante, altamente fosforilada, activa.

Por tanto, las enfermedades por depdsito lisosomal que pueden tratarse o prevenirse por la formulacion de acuerdo
con la presente invencion incluyen sindrome de Morquio A o MPS IVa. En una realizacion particularmente preferida,
la enzima sulfatasa lisosomal es tal que su deficiencia causa sindrome de Morquio A o MPS IVa.

Por tanto, de la tabla anterior, para cada enfermedad la enzima sulfatasa lisosomal comprenderia preferentemente
una deficiencia de enzima sulfatasa lisosomal activa especifica en la enfermedad. Por ejemplo, en los métodos que
implican MPS I, la enzima preferida es la iduronato-2-sulfatasa. Para los métodos que implican MPS llIA, la enzima
preferida es la sufamidasa/heparin-N-sulfatasa. Para los métodos que implican MPS IlID, la enzima preferida es la
N-acetilglucosamina-6-sulfatasa. Para los métodos que implican MPS IVA, la enzima preferida es la galactosa 6-
sulfatasa/N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa. Para los métodos que implican MPS |V, la enzima preferida es la N-
acetilgalactosamina 4-sulfatasa. Para los métodos que implican la Leucodistrofia Metacromatica (MLD), la enzima
preferida es la arilsulfatasa A. Para los métodos que implican Deficiencia Mdltiple de Sulfatasa (MSD), la enzima
puede ser arilsulfatasa A, arilsulfatasa B/N-acetilglucosamina-4-sulfatasa, iduronato-2-sulfatasa,
sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa, N-acetilglucosamina-sulfatasa o galactosa 6-sulfatasa/N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa, y la enzima preferida es la galactosa 6-sulfatasa/N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa.

V. Mucopolisacaridosis de tipo IVA (sindrome de Morquio, MPS IVA)

La mucopolisacaridosis de tipo IVA (sindrome de Morquio, MPS IVa) es una enfermedad recesiva, autosémica,
hereditaria, que pertenece al grupo de enfermedades por depdsito de mucopolisacaridos. El sindrome de Morquio se
produce por una deficiencia de una enzima lisosomal necesaria para la degradacion de dos glucosaminoglucanos
(GAG), queratan sulfato (KS) y condroitin-6-sulfato (C6S). Especificamente, la MPS [Va se caracteriza por la
ausencia de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS), y la excrecion de KS en la orina. La ausencia de
GALNS produce la acumulacién de cantidades anémalamente grandes de mucopolisacaridos en el cartilago hialino,
un componente principal de los tejidos esqueléticos. Todos los pacientes tienen una displasia esquelética sistémica.
Otros sintomas varian en cuanto a la gravedad entre pacientes y pueden incluir la pérdida auditiva, cataratas,
inestabilidad espinal, cardiopatia valvular y problemas respiratorios, entre otros.

La GALNS hidroliza enlaces éster sulfato de la galactosa-6-sulfato de KS y N-acetilgalactosamina-6-sulfato de C6S.
La GALNS humana se expresa como una proteina precursora de 55-60 kDa con solo 2 posibles sitios de
glicosilacion ligados a asparagina. La manosa-6-fosfato (M6P) es parte de los oligosacaridos presentes en la
molécula de GALNS. La M6P es reconocida por un receptor en la superficie celular lisosomal y, por consiguiente, es
crucial para la absorcioén eficaz de GALNS.

Al igual que todas las sulfatasas, la GALNS requiere procesarse mediante una enzima activadora de formilglicina
(FGE) codificada por el gen del factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) para aumentar la actividad. Debido a
esta etapa de activacion, que implica la modificacion postraduccional de un resto de cisteina en el sitio activo en C,-
formilglicina (FGly), la sobreexpresion de sulfatasas recombinantes puede conducir a la produccién de enzimas
sulfatasas tanto con baja actividad especifica (es decir, una mezcla de enzimas sulfatasas activadas y no activadas)
como con titulos de produccién bajos (es decir degradacion y/o no secrecion de sulfatasas no activadas).

En el presente documento se desvela una enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa humana altamente fosforilada

activa para el tratamiento del sindrome de Morquio y otras enfermedades, por ejemplo, deficiencia mdultiple de
sulfatasa (MSD), que estan causadas por, o asociadas a, una deficiencia en la enzima N-acetilgalactosamina-6-
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sulfatasa. Dicha enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa, humana, altamente fosforilada, activa, tiene la capacidad
de localizarse en tejidos en los que se acumula KS y C6S, tiene niveles adecuados de M6P para la absorcion eficaz,
tiene un porcentaje suficientemente alto de FGly para la actividad enzimatica y tiene niveles de produccion
relativamente altos.

Debe entenderse que los métodos descritos en el presente documento pueden ser aplicables para la produccion de
otras enzimas sulfatasas lisosomales, por ejemplo, arilsulfatasa A (ARSA), arilsulfatasa B/N-acetilglucosamina 4-
sulfatasa (ARSB), iduronato-2-sulfatasa (IDS), sulfamidasa/heparin-N-sulfatasa (SGSH) y N-acetilglucosamina-
sulfatasa (G6S), util para el tratamiento de enfermedades por depdsito lisosomal que estan causadas o
caracterizadas por la deficiencia de las mismas.

VI. Composiciones farmacéuticas y administracion

Las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencién pueden administrarse por diversas vias. Para las preparaciones
orales, las enzimas sulfatasas lisosomales pueden usarse en solitario o en combinaciéon con aditivos apropiados
para constituir comprimidos, polvos, granulos o capsulas, por ejemplo, con aditivos convencionales, tales como
lactosa, manitol, almidén de maiz o almidén de patata; con aglutinantes, tales como celulosa cristalina, derivados de
celulosa, goma arabiga, almidéon de maiz o gelatinas; con disgregantes, tales como almidén de maiz, almidén de
patata o carboximetilcelulosa sddica; con lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio, y si se desea, con
diluyentes, agentes tampon, agentes humectantes, conservantes y agentes aromaticos.

Las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencion pueden formularse en preparaciones para inyeccion disolviendo,
suspendiendo o emulsionandolas en un disolvente acuoso o no acuoso, tal como aceites vegetales u otros aceites
similares, glicéridos sintéticos de acidos alifaticos, ésteres de acidos alifaticos superiores o propilenglicol y si se
desea con aditivos convencionales tales como solubilizantes, agentes isotonicos, agentes de suspension, agentes
emulsionantes, estabilizantes y conservantes.

Las enzimas sulfatasa lisosomales de la invencion pueden utilizarse para formulaciéon en aerosol para administrarse
por inhalacién. Las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencién pueden formularse en propulsores aceptables
presurizados tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y similares.

Adicionalmente, las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencidon pueden fabricarse en supositorios mezclando
con diversas bases, tales como bases emulsionantes o bases solubles en agua. Las enzimas sulfatasas lisosomales
de la invencién pueden administrarse por via rectal mediante un supositorio. El supositorio puede incluir vehiculos
tales como aceite cacao, carboceras y polietilenglicoles, que se funden a temperatura corporal, pero se solidifican a
temperatura ambiente.

Las formas farmacéuticas unitarias de las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencién para administracion por
via oral o rectal, tal como jarabes, elixires y suspensiones pueden proporcionarse de manera que cada dosis
unitaria, por ejemplo, una cucharadita de té, una cucharada, un comprimido o supositorio, contenga una cantidad
predeterminada de una enzima sulfatasa lisosomal que contenga el agente activo. De manera similar, las formas
farmacéuticas unitarias para administracion por inyeccion o intravenosa pueden comprender la enzima sulfatasa
lisosomal como una solucidon en agua estéril, soluciéon salina normal u otro transportador farmacéuticamente
aceptable.

En el uso practico, las enzimas sulfatasas lisosomales de la invenciéon pueden combinarse como el principio activo
en mezcla intima con uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables de
acuerdo con técnicas farmacéuticas convencionales de preparacion de compuestos. El transportador, diluyente o
excipiente puede adoptar diversas formas dependiendo de la forma de administracion preferible deseada para la
administracion, por ejemplo, oral o parenteral (incluyendo intravenosa). En la preparacion de las composiciones de la
enzima sulfatasa lisosomal en forma farmacéutica oral, pueden emplearse cualquiera de los medios farmacéuticos
habituales, tal como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromaticos, conservantes, agentes
colorantes y similares en caso de preparaciones liquidas orales, por ejemplo, suspensiones, elixires y soluciones; o
transportadores tales como almidones, azucares, celulosa microcristalina, diluyentes, agentes de granulacion,
lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares en el caso de preparaciones solidas orales, por ejemplo,
polvos, capsulas duras y blandas y comprimidos, prefiriéndose las preparaciones solidas orales sobre las
preparaciones liquidas. La presente invencion proporciona una formulacion que comprende a) la enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante purificada mediante un método que se ensefia en el
presente documento, comprendiendo dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a
los aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID NO: 4, y que tiene una pureza de al menos 95 %, determinada por tincién con
azul de Coomassie, cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones no reductoras, que tiene al menos una
conversion del 50 % del resto de cisteina en la posicion 53 en Cq-formilglicina (FGly), y que tiene entre 0,5 a 0,8
cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomeérica, estando al menos el 98 % de dicha
enzima GALNS en forma precursora, determinada por SDS-CGE, y b) uno o mas transportadores, diluyentes o
excipientes farmacéuticamente aceptables que comprende: (i) una cantidad de tampén fosfato eficaz para reducir la
desfosforilacion de dicha enzima GALNS, en la que el tampén fosfato es NaH,POs a una concentracion de
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aproximadamente 25 mM a 75 mM,; y (ii) una cantidad estabilizante de lo siguiente: una sal o tampén de arginina,
opcionalmente clorhidrato de arginina, en el que la sal o tampon de arginina estd a una concentracion de
aproximadamente 10 mM a 50 mM; un polisorbato, opcionalmente polisorbato 20 y un alcohol de azucar trihidrico o
superior, opcionalmente sorbitol; en la que dicha formulacién esta a un pH de aproximadamente 5,0-5,8.

La presente invencion proporciona también una formulacion que comprende a) la enzima N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana recombinante purificada mediante un método que se ensefia en el presente documento,
comprendiendo dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a los aminoacidos 27 a
522 de SEQ ID NO: 4, y que tiene una pureza de al menos 95 %, determinada por tincion con azul de Coomassie
cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones no reductoras, que tienen al menos un 50 % de conversién del resto
de cisteina en la posicion 53 en Cq-formilglicina (FGly), y que tiene entre 0,5 a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-
fosforiladas por cadena de proteina monomeérica, en la que al menos el 98 % de dicha enzima GALNS esta en la
forma precursora, determinada por tincién con azul de Coomassie, cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones
reductoras, y b) uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables que
comprenden: (i) NaOAc/HOAc y NaH;PO, como agente tampdn, en el que la concentracion de NaOAc/HOAc es de
aproximadamente 20 +/- 10 mM y la concentracion de NaH,PO4 es de 50 +/- 25 mM; y (ii) HCI arginina, polisorbato
20 y sorbitol como estabilizantes, en el que la concentracion de HCI arginina es de aproximadamente 30 +/- 20 mM,
la concentracion de polisorbato 20 es de aproximadamente 0,01 % +/- 0,005 %(p/v) y la concentracion de sorbitol es
de aproximadamente 2,0 % +/- 1,0 % (p/v); y (iii) un pH de aproximadamente 5,4 +/- 0,4.

En algunas realizaciones, la formulacién puede comprender un segundo agente tampon.

El segundo agente tampo6n puede ser cualquier agente adecuado para mantener un pH dentro del intervalo deseado.
Los tampones adecuados incluyen Tris, citrato, succinato, acetato, gluconato u otros tampones acidos organicos. En
algunas realizaciones, el estabilizante es una sal o tampon de aminoacido opcionalmente una sal o tampon de
arginina, lisina, glicina, glutamina, asparagina, histidina, alanina, ornitina, leucina, 2-fenilalanina o acido glutamico.
En algunas realizaciones, el estabilizante es un tensioactivo, opcionalmente un tensioactivo no iénico. Los
tensioactivos adecuados incluyen polisorbatos, por ejemplo, polisorbato 20 o polisorbato 80, poloxameros, por
ejemplo, poloxamero 188 o 184, derivados de polioxietileno, derivados de polioxipropileno, monolaurato de sodio y
SDS. Como ejemplos no limitantes de tensioactivos no idnicos se incluyen alcoholes o fenoles de cadena lineal o
ramificada alifaticos, primarios o secundarios con 6xidos de alquileno, generalmente 6xido de etileno y generalmente
6-30 grupos de oxido de etileno. Otros tensioactivos no i6nicos conocidos incluyen mono o dialquilalcanolaminas,
alquilpoliglucésidos y polihidroxiaminas de acidos grasos. Como agentes no limitantes de tensioactivos anidnicos
conocidos se incluyen sales de sodio, amonio y mono-, di- y trietanolamina de sulfatos de alquilo, alquil éter sulfatos,
alquilaril sulfonatos, alquilsuccinatos, alquilsulfosuccinato, N-alquil sarcosinatos, alquil fosfatos, alquil éter fosfatos,
alquil éter carboxilatos y a-olein sulfonatos. Los grupos alquilo generalmente contienen de 8 a 18 atomos de carbono
y pueden ser insaturados. Los alquil éter sulfatos, alquil éter fosfatos y alquil éter carboxilatos pueden contener de 1
a 10 unidades de 6xido de propileno u 6xido de etileno por molécula y preferentemente contienen de 2 a 3 unidades
de 6xido de etileno por molécula. Los tensioactivos anionicos conocidos incluyen laurilsulfato sédico o aménico y
lauril éter sulfato sédico o amodnico. Los ejemplos no limitantes de tensioactivos anfotéricos conocidos incluyen
oxidos de alquil amina, alquil betainas, alquil imidopropil betainas, alquil sulfobetainas, alquil glicinatos, alquil
carboxiglicinatos, alquil anfopropionatos, alquil amidopropil hidroxisultainas, acil tauratos, y acil glutamatos, en los
que los grupos alquilo y acilo tienen de 8 a 18 atomos de carbono.

En algunas realizaciones, el estabilizante es un poliol o azucar, preferentemente un alcohol de azucar trihidrico o
superior. Los polioles adecuados incluyen eritritol, arabitol, maltitol, celobiitol, lactitol, manitol, treitol, sorbitol, xilitol,
ribitol, mioinositol, galactitol, glicerol y glicerina. Los polioles conocidos incluyen alcoholes derivados de lactosa,
trehalosa y estaquiosa. Los azucares no reductores conocidos incluyen sacarosa, trehalosa, sorbosa, melecitosa y
rafinosa. Los azlcares conocidos también incluyen xilosa, manosa, fructosa, glucosa; disacaridos tales como
lactosa, maltosa, sacarosa, trisacaridos tales como rafinosa y polisacaridos tales como dextrano.

Un método de prevencion de la desfosforilacion de la enzima GALNS humana recombinante purificada, comprende
mezclar dicha enzima GALNS en una cantidad eficaz de un tampoén fosfato para reducir la desfosforilacion,
opcionalmente a una concentracion final entre aproximadamente 25 mM y aproximadamente 75 mM de tampdn
fosfato como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones, la enzima GALNS humana
recombinante purificada también se mezcla con un segundo agente tampon, incluyendo cualquiera de los agentes
descritos anteriormente. En algunas realizaciones, la enzima también se mezcla con una cantidad estabilizante de
uno o mas estabilizantes seleccionados del grupo que consiste en sales de aminoacido, tampones de aminoacido,
tensioactivos y polioles. En realizaciones ejemplares, la cantidad de desfosforilacion se reduce en comparacion con
una formulacién de la misma enzima en tampoén fosfato 1 Mm, por ejemplo, cuando se ensayan después de 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses 0 6 meses de conservaciéon a
temperatura ambiente (por ejemplo, 25 °C). En realizaciones especificas, el ensayo de estabilidad acelerado se
realiza después de conservacion durante dichos periodos de tiempo a 40 °C.

En determinadas realizaciones, la reduccion en cuanto a la desfosforilacion en la formulacion de GALNS (en
comparacion con el tampoén fosfato 1 mM) puede ser de al menos aproximadamente 2 %, aproximadamente 3 %,
aproximadamente 4 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente
20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 % o aproximadamente 50 % o mayor. En otra realizacion, el
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nivel de manosa 7 bisfosforilada (BPM7) en la GALNS en la formulacion es de aproximadamente 25% a
aproximadamente 40 %, o de aproximadamente 30 % a 35 %.

En realizaciones de cualquiera de las formulaciones o métodos anteriores, la enzima GALNS es una enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante que comprende una secuencia de aminoacidos al
menos 95 % idéntica a los aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID NO: 4, y (i) tiene una pureza de al menos
aproximadamente 95 % determinada por tincion con azul de Coomassie cuando se somete a SDS-PAGE en
condiciones no reductoras, (ii) tiene al menos aproximadamente una conversion del 80 % del resto de cisteina en la
posicion 53 en Cgq-formilglicina (FGly), y (iii) tiene entre 0,5 a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por
cadena de proteina monomérica, en el que al menos el 98 %, al menos el 98,5 %, al menos el 99 % o al menos el
99,5 % de dicha enzima GALNS esta en forma precursora determinada por tinciéon con azul de Coomassie cuando
se somete a SDS-PAGE en condiciones reductoras, o mediante electroforesis capilar en gel con SDS (SDS-CGE).

Con respecto a las vias de administracion transdérmicas, los métodos para administracién transdérmica de farmacos
se desvelan en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 172 Edicion, (Gennaro et al., Eds. Mack Publishing Co.,
1985). Los parches dérmicos o cutaneos son medios preferidos para el suministro transdérmico de las enzimas
sulfatasas lisosomales de la invencion. Los parches proporcionan preferentemente una absorcién potenciada tal
como DMSO para aumentar la absorcién de las enzimas sulfatasas lisosomales. En las patentes de Estados Unidos
Nos. 5.962.012, 6.261.595 y 6.261.595 se desvelan otros métodos para el suministro transdérmico de farmacos.

En el comercio se dispone de excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como vehiculos, adyuvantes,
transportadores o diluyentes. Ademas, sustancias auxiliares aceptables farmacéuticamente tales como agentes
ajustadores de pH y de tampon, agentes ajustadores de tonicidad, estabilizantes, agentes humectantes y similares
también se encuentran disponibles en el comercio.

En cada uno de estos aspectos, las composiciones de la enzima sulfatasa lisosomal incluyen, pero sin limitacion,
composiciones adecuadas para administracion oral, rectal, topica, parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular
o intravenosa), pulmonar (inhalaciéon nasal o bucal), o administracion nasal, aunque la via mas adecuada en
cualquier caso dependera, en parte, de la naturaleza y de la gravedad de las afecciones que vayan a tratarse y de la
naturaleza del principio activo. Las vias de administracién ejemplares son las vias oral e intravenosa. Las
composiciones de enzima sulfatasa lisosomal pueden presentarse convenientemente en forma farmacéutica unitaria
y prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia.

Debido a su facil administracion, los comprimidos y las capsulas representan la forma farmacéutica unitaria por via
oral mas ventajosa, en cuyo caso se emplean, como es obvio, transportadores farmacéuticos solidos. Si se desea,
los comprimidos pueden recubrirse con técnicas acuosas o no acuosas convencionales. El porcentaje de una
enzima sulfatasa lisosomal activa en estas composiciones puede, por supuesto, variar y puede estar
convenientemente entre el 2 por ciento a aproximadamente el 60 por ciento del peso de la unidad.

Las composiciones de enzima sulfatasa lisosomal de la invencién pueden administrarse encapsuladas en, o unidas
a, envolturas de virus o vesiculas, o incorporadas en células. Las vesiculas son particulas micelares que
normalmente son esféricas y frecuentemente lipidicas. Los liposomas son vesiculas formadas de una membrana
bicapa. Las vesiculas adecuadas incluyen, pero sin limitacion, vesiculas unilamelares y vesiculas lipidicas
multilamelares o liposomas. Dichas vesiculas y liposomas pueden prepararse a partir de una amplia serie de
compuestos lipidicos o fosfolipidicos, tales como fosfatidilcolina, acido fosfatidico, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, esfingomielina, glucolipidos, gangliésidos, etc., usando técnicas convencionales, tales como
las descritas por ejemplo en la patente de Estados Unidos N.° 4.394.448. Dichas vesiculas o liposomas pueden
usarse para administrar las enzimas sulfatasas lisosomales por via intracelular y para suministrar enzimas sulfatasas
lisosomales a los 6rganos diana. La liberacion controlada de una enzima sulfatasa lisosomal de interés también
puede realizarse usando encapsulacion (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N.° 5.186.941).

Puede usarse cualquier via de administracion que diluya la composicion de la enzima sulfatasa lisosomal en la
corriente sanguinea, o preferentemente, al menos fuera de la barrera hematoencefalica. Preferentemente, las
composiciones de enzima sulfatasa lisosomal se administran por via periférica, mas preferentemente por via
intravenosa o por catéter cardiaco. También pueden ser utiles inyecciones intrayugulares e intracarétidas. Las
composiciones de enzima sulfatasa lisosomal pueden administrarse por via local o regional, tal como por via
intraperitoneal, subcutanea o intramuscular. En un aspecto, las composiciones de enzima sulfatasa lisosomal se
administran con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Los expertos en la técnica apreciaran facilmente que los niveles de las dosis pueden variar en funciéon de la enzima
sulfatasa lisosomal, de la gravedad de los sintomas y de la susceptibilidad del sujeto con respecto a efectos
secundarios. Las dosificaciones preferidas para una enzima sulfatasa lisosomal determinada son facilmente
determinables por el experto en la técnica por diversos medios incluyendo, pero sin limitacion, evaluaciones de
respuesta a dosis y parametros farmacocinéticos realizadas en pacientes, en animales de ensayo e in vitro.
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Las dosificaciones a administrar también dependeran de las necesidades individuales, del efecto deseado, de la
enzima sulfatasa lisosomal particular usada y de la eleccién de la via de administracién. El intervalo de dosificacion
de una enzima sulfatasa lisosomal varia de aproximadamente 0,2 pmol/kg a aproximadamente 20 nmol/kg,
prefiriéndose particularmente un intervalo de dosis de 2 pmol/kg a 2 nmol/kg, y particularmente de 2 pmol/kg a
200 pmol/kg. Como alternativa, el intervalo de dosificacion de la enzima sulfatasa lisosomal puede ser de 0,01 a
1.000 mg/kg, prefiriéndose intervalos de dosificacion de 0,1 a 100 mg/kg, y prefiriéndose particularmente de 0,1 a
10 mg/kg. Estas dosificaciones estaran influenciadas, por ejemplo y sin limitacion, por la enzima sulfatasa lisosomal
particular, la forma de la composicion farmacéutica, la via de administracion, y el sitio de acciéon de la enzima
sulfatasa lisosomal particular.

Las enzimas sulfatasas lisosomales de la invencién son Utiles para intervencion terapéutica, profilactica y
diagndstica en animales, y en particular en seres humanos. Las enzimas sulfatasas lisosomales pueden mostrar
acumulacion preferencial en tejidos particulares. Las indicaciones médicas preferidas para usos diagndsticos
incluyen, por ejemplo, cualquier afeccion asociada a un érgano diana de interés (por ejemplo, pulmén, higado, rifién,
bazo).

Los métodos en cuestion encuentran uso en el tratamiento de diversas patologias. En determinadas realizaciones,
es de particular interés el uso de los métodos en cuestion en patologias en las que la enzima sulfatasa lisosomal con
actividad deseada se ha identificado previamente, pero en los que la enzima sulfatasa lisosomal no se suministra
adecuadamente al sitio, zona o compartimento diana para producir un resultado terapéutico completamente
satisfactorio. Con dichas enzimas sulfatasa lisosomales, pueden usarse métodos en cuestion para producir enzimas
sulfatasas lisosomales altamente fosforiladas, activas, para potenciar la eficacia terapéutica y el indice terapéutico
de la enzima sulfatasa lisosomal.

Tratamiento significa extender cualquier resultado beneficioso a un sujeto asociado a la administracion de una
enzima sulfatasa lisosomal, incluyendo una probabilidad reducida de adquirir una enfermedad, la prevencion de una
enfermedad, la disminucion, la detencidon o la reversion, la progresion de una enfermedad o una mejora de los
sintomas asociados a la enfermedad que padece el hospedador, en el que la mejora o el beneficio se usa en un
sentido amplio para referirse a al menos una reduccién en la magnitud de un parametro, por ejemplo, un sintoma,
asociado a la afeccion patolégica que va a tratarse, tal como inflamacion y dolor asociado con esta. Como tal, el
tratamiento también incluye situaciones en las que la afeccion patoldgica, o al menos los sintomas asociados a la
misma, se inhiben por completo, por ejemplo, previniendo la aparicion de la enfermedad o deteniéndola, por
ejemplo, poniendo fin a la misma, de tal manera que el hospedador ya no padezca la afeccion patoldgica o al menos
no padezca mas los sintomas que caracterizan a dicha afeccion patolégica.

De acuerdo con los métodos en cuestion pueden tratarse diversos hospedadores o sujetos. Generalmente dichos
hospedadores son “mamiferos”, o pertenecen a la clase Mammalia, utilizandose estos términos en general para
describir organismos que pertenecen a dicha clase, incluyendo los 6rdenes carnivoros (por ejemplo perros y gatos),
roedores (por ejemplo ratones, cobayas y ratas) y primates (por ejemplo seres humanos, chimpancés y monos). En
muchas realizaciones, los hospedadores seran seres humanos.

Ejemplos
Ejemplo |

Vectores de expresion de mamiferos para el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano y N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana

El objetivo fue construir vectores de expresion de mamifero apropiados para la produccién en células establemente
transfectadas de cantidades de enzimas sulfatasa lisosomales activas con niveles de fosforilacién mejorados.

El ADNc del factor 1 de modificacion de sulfatasas (SUMF1) humano de longitud completa (véase la solicitud de
patente de Estados Unidos n.° US 20005/0123949, fecha de publicaciéon 9 de junio de 2005 y US 2004/0229250,
fecha de publicacion 8 de noviembre de 2004), que codifica un polipéptido 374 aminoacidos, se clond en el vector de
expresion de mamifero cDNA4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), que contiene el promotor-potenciador del CMV y un sitio
de clonaciéon multiple. La terminacion de la transcripcion eficaz se garantizé por la presencia de la secuencia de
poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. El marcador de seleccion fue el gen de resistencia a zeocina
bajo el control del promotor EM-7 y la secuencia de poliadenilacion temprana de SV40. El plasmido resultante se
denominé pcDNA4 SUMF1. En la Figura 1 y Figura 2, respectivamente, se muestran las secuencias
polinuclectidicas (SEQ ID NO: 1) y polipeptidicas (SEQ ID NO: 2) de SUMF1 humano.

El ADNc de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana de longitud completa (véase Tomatsu et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 181(2): 677-683, 1991), que codifica un polipéptido de 522 aminoacidos,
incluyendo un péptido sefial de 26 aminoacidos, se cloné en el vector de expresion de mamifero pCIN (BioMarin),
que contiene el promotor-potenciador de CMV humano ligado al intron 1IVS2 de la B-globina de conejo y un sitio de
clonacion multiple. La terminacion de la transcripcion eficaz se garantizé por la presencia de la secuencia de
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poliadenilaciéon de la hormona de crecimiento bovina. EI marcador de seleccion fue un gen neomicina
fosfotransferasa que lleva una mutacién puntual para disminuir la eficiencia de la enzima. El marcador atenuado se
alterd adicionalmente con el promotor de HSV-tk débil. El plasmido resultante se denominé pCIN 4A. Las secuencias
polinucleotidicas (SEQ ID NO: 3) y polipeptidicas (SEQ ID NO: 4) de la GALNS humana se muestran en la Figura 3
y Figura 4, respectivamente.

Para aumentar los niveles de expresion de SUMF1 y GALNS, se clonaron los elementos de la regién de union del
armazon/matriz (MAR) (véase Mermod et al., patente de Estados Unidos n.° 7.129.062) en los plasmidos de
expresion de SUMF1 y GALNS.

BMAR SUMF1 se obtuvo por digestion de MAR rellenado con P<1_68 X_X Ncol (Selexis) con BamHI y Hincll, y la
posterior insercion del fragmento MAR liberado en pcDNA4 SUMF1 digerido con Bglll y Nrul.

PMAR SUMF1 se obtuvo por digestion de (MAR) SV40 EGFP rellenado con P<1_68 Ncol (Selexis) con Hindlll y
Xbal para retirar el gen EGFP y la posterior insercion del gen SUMF1, que se liber6 de pcDNA4 SUMF1 por
digestion con Hindlll y Xbal.

BMAR 4A se obtuvo por digestion de BMAR SUMF1 con Pmel y Spel para retirar el gen SUMF1, y la posterior
insercion del gen GALNS, que se liberé de pCIN 4A por digestion con Pmel y Spel.

PMAR 4A se obtuvo por digestion de (MAR) SV40 EGFP rellenado con P<1_68 Ncol (Selexis) con Hindlll y Xbal
para retirar el gen EGFP, y la posterior insercion del gen GALNS, que se liberé de pCIN 4A por digestion con Hindlll
y Xbal.

El ADNc de GALNS humano de longitud completa también se cloné en el vector de expresion de mamifero pcDNA4
(Invitrogen, Carlsbad, CA). pCDNA4 SUMF1 se digirié con Hindlll y Xbal para retirar el ADNc de SUMF1 y pCIN 4A
se digirid con Hindlll y Xbal para aislar el ADNc de GALNS. El fragmento de ADNc de GALNS digerido con
Hindlll/Xbal se ligé en el fragmento del vector pcDNA4 digerido con Hindlll/Xbal. El plasmido resultante se denominé
pcDNA4-4A.

La integridad del gen GALNS en los vectores de expresion pCIN 4A, BMAR y pCDNA4-4A se confirmé por mapeo
de restriccion usando enzimas obtenidas en New England Biolabs. El vector de expresiéon PMAR 4A no se mapeo.

La estructura de la forma completamente procesada de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana se
representa en la Figura 5. GALNS se expresa en un polipéptido de 522 aminoacidos con una secuencia peptidica
sefial de 26 aminoacidos. Un polipéptido GALNS de 496 aminoacidos se segrega como una forma preprocesada
(precursora) de la enzima que tiene un peso molecular de aproximadamente 55-60 kDa. En la GALNS activa, el
resto de cisteina en la posicion 53 del precursor o del polipéptido GALNS completamente procesado
(correspondiente a la posicion 79 del polipéptido GALNS de longitud completa) se ha convertido en Cq-formilglicina
(FGly) por el factor 1 de modificacion de sulfatasas (SUMF1). En el lisosoma, GALNS se escinde después de la
posicion 325 del polipéptido GALNS completamente procesado, dando como resultado fragmentos peptidicos
GALNS de aproximadamente 40 kDa y 19 kDa. Estos péptidos GALNS se unen mediante un puente disulfuro en el
que los restos de cisteina (C) en las posiciones 282 y 393 del polipéptido GALNS completamente procesado. Hay
dos sitios de glucosilacion ligados a N candnicos, en las posiciones 178 y 397 del polipéptido GALNS
completamente procesado. La manosa 7 bis-fosforilada (BPM7), que comprende dos restos de manosa-6-fosfato, se
ha encontrado en N178, pero no en N397.

Ejemplo Il

Lineas celulares G71S que coexpresan el factor 1 de modificacion de sulfatasas (SUMF1) humano y la N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana

El objetivo fue desarrollar lineas celulares capaces de producir enzimas sulfatasas lisosomales activas con niveles
de fosforilacion mejorados.

Las células G71 (Rockford K. Draper) se obtuvieron directamente a partir de CHO-K1 (ATCC CCL-61). La linea
celular G71 es un mutante sensible a la temperatura de CHO-K1 con respecto a la acidificacion de los endosomas,
que, segun se ha observado, produce diferencias en la secrecion de proteina total y la fosforilacion en restos de
manosa para varias enzimas a temperaturas elevadas (Park et al., Somat. Cell Mol. Genet. 17(2): 137-150, 1991;
Marnell et al., J. Cell. Biol. 99(6): 1907-1916, 1984).

Se mantuvieron células G71 a 34 °C en medio UltraCHO de BioWhittaker complementado con suero de ternero fetal
al 2,5 %, glutamina 2 mM, gentamicina y anfotericina.

Para permitir un uso mas facil de las lineas celulares para la produccién de proteinas, las células G71 adherentes se
adaptaron previamente a un medio de crecimiento asérico usando un protocolo para adaptar células de mamifero
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dependientes de suero, dependientes de anclaje, a un cultivo en suspension asérico de alta densidad (Sinacore et
al., Mol. Biotechnol. 15(3): 249-257, 2000), dando como resultado una linea celular adaptada a un cultivo en
suspension asérico, G71S. Como alternativa, las células G71 adherentes, después de haberse transfectado de
manera estable como se describe mas adelante, pueden adaptarse a medio de crecimiento asérico como se indica
en Sinacore et al.

Combinaciones emparejadas de vectores de expresion SUMF1 humano y GALNS humano (Ejemplo I), pcDNA4
SUMF1 mas pCIN4 4A, BMAR SUMF1 mas BMAR 4A, o PMAR SUMF1 mas PMAR 4A, se transfectaron siguiendo
el protocolo MARtech Il como describe Selexis en células G71S cultivadas en medio de cultivo complementado con
solucion antibidtica-antimicotica (penicilina 100 Ul, estreptomicina 10 mg, anfotericina B 25 g, Cellgro). Los grupos
transfectantes se cultivaron en medio UltraCHO (Cambrex) complementado con suero bovino fetal sometido a
irradiacion y al 5 % (FBS, JRH), G418 200 ug/ml (AG Scientific) y zeocina 200 pg/ml (Invitrogen), y se clonaron por
dilucién limitante en placas de 96 pocillos en el mismo medio de cultivo. El crecimiento del clon se supervisé
mediante la formacion de imagenes Cell Screen (Innovatis). Todos los clones se exploraron usando un ELISA de
actividad de captura enzimatica para GALNS activa (véase el Ejemplo IV). La productividad celular se calculd
dividiendo el ELISA actividad de captura enzimatica para la actividad GALNS entre el crecimiento celular (Vi-Cell,
Beckman Coulter) por dia, durante un periodo de 4 dias.

Se generaron 202 clones G71S y se exploraron con respecto a la GALNS activa: 86 clones cotransfectados con
pcDNA4 SUMF1 mas pCIN 4A, 65 clones cotransfectados con BMAR SUMF1 mas BMAR 4A y 51 clones
cotransfectados con PMAR SUMF1 mas PMAR 4A. Los clones se seleccionaron inicialmente basandose en los altos
niveles de GALNS activa en las placas de cultivo de tejido de 96 pocillos (Figura 6A). La actividad de GALNS se
midio usando un ELISA de actividad de captura enzimatica y se representd en ng/ml (eje y). El eje x muestra las tres
condiciones de cotransfeccion usadas para la expresion de SUMF1 y GALNS: promotor de hCMV sin MAR,
promotor de hCMV con MAR y promotor de SV40 con MAR. Cada barra representa un solo clon de la poblacion
respectiva. La densidad celular no se tuvo en cuenta para esta exploracion del clon de 96 pocillos y no todos los
clones G71S cotransfectados se representan en esta figura.

Para los analisis de productividad, se seleccionaron los clones G71S productores de GALNS mas activos (Figura
6B). La productividad celular diaria se midié en pg/célula/dia y se obtuvo dividiendo la actividad de GALNS entre la
densidad celular para ese dia. La figura representa el cuarto dia (96 horas) después de la siembra a 5 x 10°
células/matraz. Los clones se ensayaron con respecto a GALNS usado un ELISA de actividad de captura enzimatica
en pg/célula/dia (eje y). Los controles positivos consistian en clones BHK y CHO que expresaban GALNS
(BioMarin). Cada barra vertical representa un solo clon. Se produjo GALNS activa por clones pCIN 4A, pero
solamente marginalmente por encima del nivel de fondo del ensayo.

Los analisis de los clones por exploracion de 96 pocillos y el ensayo de productividad de 4 dias demostraron que la
cotransfeccion de los vectores de expresion con elementos MAR aumentaba la productividad de clones G71S en
comparacion con la cotransfeccion de los vectores de expresion sin elementos MAR. Los clones cotransfectados con
BMAR 4A + BMAR SUMF1 demostraron una rapida generacion de grupos, un rapido crecimiento del clon y
capacidad para producir GALNS mas de 2 veces mas activas en comparacién con clones PMAR 4A de maxima
produccion y un aumento de hasta 10 veces con respecto a los clones CHO 4A y BHK 4A que carecian de
elementos MAR.

Los clones G71S que expresaban GALNS se adaptaron a medio de crecimiento asérico usando el protocolo
indicado en Sinacore et al., Mol. Biotechnol. 15(3): 249-257, 2000. Toda la adaptacién se realiz6 en presencia de los
dos agentes de seleccion (zeocina a 200 pg/ml y neomicina a 200 pg/ml). Los clones G71 que expresaban GALNS
cultivados en matraces de tipo T se dividieron de la siguiente manera: (1) en un agitador de 125 ml con el medio
UltraCHO Cambrex y FBS al 5 % (lote n.° 8L2242); (2) en un agitador de 125 ml con el medio JRH 302M (medio de
produccion) y FBS al 5 %; y (3) en matraces de tipo T como una copia de seguridad (UltraCHO, FBS al 5 %). Una
vez establecidos los cultivos de suspension, se desecharon las células adherentes y se inici6 la retirada de FBS.
Cuando la tasa de crecimiento volvié a > 0,5 (1/dia) durante 3 pases y la viabilidad fue > 95 %, la concentracion de
FBS se redujo al 50 %. Las células se dejaron en cualquier concentracion de FBS dada durante un minimo de 3
pases. Una vez adaptadas al crecimiento en FBS al 2,5 %, las células se pusieron directamente en medio asérico.
Las células se reservaron en medio nuevo con DMSO al 10 % (v/v). Se probd un ensayo de descongelacion para
garantizar que las células sobrevivian al proceso de congelacion. Dos clones G71S que expresaban GALNS
procedentes de la transfeccion BMAR 4A + BMAR SUMF1, los clones 4 y 5, tardaron aproximadamente 15 pases
para su adaptacion a medio de suspension asérico. Un clon que expresaba GALNS procedente de la transfeccion
pcDNA4 SUMF1 mas pCIN 4A, C6, también se aisl6 y se adapto a cultivo asérico.

Las combinaciones emparejadas de los vectores de expresion SUMF1 humano y GALNS humano (Ejemplo 1),
pcDNA4 SUMF1 mas pCDNA4-4A, se introdujeron en células G71S por transfeccion basicamente como se ha
descrito anteriormente, con la excepcion de que se usaron 200 pg/ml de Zeocina (Invitrogen) para la seleccion. Se
aislaron seis clones que expresaban GALNS, C2, C5, C7, C10, C11 y C30, y se adaptaron al cultivo de suspension
asérico basicamente como se ha descrito anteriormente.
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EJEMPLO I
Cultivo a gran escala de lineas celulares G71S que expresan N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana

El objetivo fue medir la produccién enzimatica a partir de clones G71S que expresaban N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana. Lineas celulares G71S adaptadas en cultivo suspension asérico que coexpresaban
SUMF1 humano y GALNS humana se cultivaron a gran escala y se evaluaron con respecto a la produccion
enzimatica de GALNS activa.

Dado que la adaptacion al cultivo de suspensién asérico fue relativamente rapida para la linea celular hospedadora
G718, se decidié que la produccion podria realizarse en un biorreactor WAVE que funciona en modo perfusion. El
biorreactor WAVE permite una mayor flexibilidad en el volumen del in6culo porque el aumento de escala puede
realizarse directamente en la bolsa, reduciéndose el riesgo de contaminacion y acelerandose la produccion de
material. La Figura 7 muestra la configuracion esquematica del biorreactor WAVE. El diagrama muestra, en modo
de perfusion, que una célula de carga supervisa el volumen medio en la bolsa determinando el peso de la bolsa y
ajustando las tasas de suministro y recogida para mantener el volumen deseado. En la bolsa de 10 |, el pH también
se controla en el punto deseado por una sonda que se inserta en la bolsa.

El material de los clones G71S que expresaban GALNS 4 y 5 se produjo a escala de 1 1. El pH del cultivo no se
controlé en estas rondas. La limitacion operativa de la bolsa WAVE es un rendimiento de volumenes de 3 recipientes
por dia (VV/dia). Para impedir que se produjera cualquier inactivacion de material, la tasa de perfusion especifica de
célula diana (CSPR) fue 0,3 nl/célula/dia, dando como resultado un tiempo de residencia promedio de ocho horas
para las enzimas GALNS. Por lo tanto, la densidad celular en la bolsa se mantuvo a aproximadamente 10-12 x 10°
células/ml. La tasa de crecimiento para clones G71S que expresaban GALNS 4 y 5 fue de 0,16 y 0,20,
respectivamente. Las extracciones sanguineas para mantener la densidad celular diana se realizaron directamente
desde la bolsa.

El pH del fluido recogido se ajustd a un pH entre 5,5 y 6,5 para mantener la actividad enzimatica, dado que
previamente se habia observado que GALNS era estable a pH 6. Esto se realiz6 mediante una adicién en bolo
cronometrada de 5 % en volumen de tampdn citrato sédico pH 4,0 mezclado en linea con el procedente recogido del
reactor. El fluido recogido ajustado se conservé a 4 °C antes de su procesamiento aguas abajo. Los dos clones
G71S que expresaban GALNS 4 y 5 tuvieron titulos promedio de aproximadamente 4,2 mg/l con una productividad
especifica asociada de aproximadamente 1,25 pg/célula/dia.

Los clones G71S que expresaban GALNS, C2, C5, C6, C7, C10, C11 y C30, se cultivaron de un modo similar a gran
escala y se evaluaron con respecto a la produccién de la enzima GALNS activa.

EJEMPLO IV
Medicién de la concentracion y actividad de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana

Se desarrollaron ensayos de inmunoabsorbencia ligados a enzima (ELISA) para medir la concentracion enzimatica y
la actividad de GALNS procedente de los clones G71S que coexpresaban SUMF1 humano y la N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana.

Ensayo ELISA de actividad de captura enzimatica

En ensayo ELISA para actividad de captura enzimatica mide la actividad de la enzima GALNS en fase sélida,
después de la captura por un anticuerpo especifico anti-GALNS unido a una placa ELISA.

Tampones. Tampoén A (Tampon carbonato): disolver 3,09 gramos de Na>CO3 y 5,88 gramos de NaHCO3 en 900 ml
de H2O desionizada (DI) y después afadir HO DI hasta un volumen final de 1.000 ml. Verificar que el pH se
encuentra entre 9,4 y 9,6 y después esterilizar con filtro. Para revestir completamente una microplaca de 96 pocillos
con 100 yl por pocillo, diluir 19 pl de anticuerpo anti-GALNS en un tubo (12 ml). Tampon B (tampoén de bloqueo
ELISA y tampodn de dilucion en serie): PBS acido 1x, Tween-20 al 0,05 % y BSA al 2 %, ajustado a pH 6,5 con acido
acético. Tampon B" (Tampén de lavado): NaOAc 100 mM y Tween-20 al 0,05 %, ajustado a pH 6,5 con acido
acético. Tampon C (Tampodn sustrato): acetato de sodio 25 mM, NaCl 1 mM, BSA desalinizado 0,5 mg/ml y azida
sddica 0,01 %, ajustado a pH 4,0 con acido acético glacial. Tampén D (tampon B-galactosidasa): fosfato de sodio
dibasico 300 mM, BSA 0,1 mg/ml, azida sdédica al 0,01 % y Tween-20 al 0,01 %, ajustado a pH 7,2 con acido
fosférico. Tampon E (Tampon de detencion): glicina 350 mM y tampoén carbonato 440 mM, ajustado a pH 10,7 con
NaOH 6 M.

Reactivos. Anticuerpo anti-lgG de GALNS: los anticuerpos de conejo policlonales son proteina G purificada de
suero. En D-PBS, proteina total = 3,17 mg/ml (BCA). Se conservaron alicuotas (19 pl) a -20 °C para usar una sola
vez. Sustrato 4MU-Gal-6-S (sdlido; 440 PM): solucion de reserva 100 mM preparada en agua DI y conservada a
4 °C. B-galactosidasa (Sigma G-4155): diluir a 12 pg/ml en tampon D antes de su uso.
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Protocolo: unién de anticuerpo anti-GALNS a la placa: una placa ELISA Nunc MaxiSorp (Nalge/Nunc International,
Fisher n.° 12-565-135) se recubre con anticuerpo anti-GALNS a una concentracion de proteina final de 5 ug/ml en
tampon A. Para preparar esta solucion, se descongela una alicuota de 19 ul y se centrifuga brevemente (10 s) en
una microcentrifuga para recoger el liquido. Se transfieren los 19 pl en 12 ml de tampdn A. Se mezcla intensamente
por inversion, y después se vierte en un depdsito, seguido por carga en placa (100 yl por pocillo) usando una pipeta
multicanal. La placa se cubre y se incuba a 4 °C durante la noche. El anticuerpo anti-GALNS no unido se retira: se
lava la placa anadiendo abundante tampon B" tres veces. Bloqueo: se bloquea la placa con tampoén B (320 pl por
pocillo), después se cubre la placa y se incuba a 37 °C durante 1 h. Se prepara una serie en diluciéon de patron de
GALNS purificado y muestras de ensayo (desconocidas) durante la etapa de bloqueo: el patron se diluye en tampon
B hasta el extremo superior del intervalo lineal del ensayo (128 ng/ml en la fila A) y después se diluye en serie (2
veces) en las filas B-G en una placa de 96 pocillos. El carril H es un control de tampoén (es decir, sin enzima
GALNS). En primer lugar, se preparan 500 pl de una concentracion a 128 ng/ml en tampon B. Después, se diluye en
serie dos veces en el tampdn B (250 pl en 250 pl) hasta alcanzar 2 ng/ml. Retirada del tampoén de bloqueo: después
de la etapa de bloqueo, el tampdén B se desecha. Se une el patrén de enzima GALNS y las muestras de ensayo a un
anticuerpo anti-GALNS: se carga la placa con 100 pl/pocillo del patrén y las muestras de ensayo diluidos en serie
(procesar por duplicado). Se cubre la placa y se incuba a 37 °C durante 1 h. Retirada de los inhibidores GALNS: se
lava la placa afiadiendo una cantidad abundante de tampdn B", tres veces. Se afiade sustrato GALNS (primera
reaccion): se prepara suficiente solucion de sustrato final para cargar 100 pl por pocillo (preparado no antes de 1
hora antes de su uso). Se diluye la solucion de reserva de 4MU-Gal-6-S (100 mM) a 1 mM en tampén C. Se cargan
100 pl por pocillo. Se cubre la placa y se incuba a 37 °C durante 30 min. Se afiade (3-galactosidasa (segunda
reaccion): se afiaden 50 pl de B-galactosidasa 12 pug/ml en tampoén D a cada pocillo. Se cubre la placa y se incuba a
37 °C durante 15 min. Detencion de la reaccion: se afiaden 100 yl de tampdn E (tampén de deteccion) a cada pocillo
para ionizar 4 MU liberado. Transferencia a la fluoroplaca: se transfieren (8 pocillos a la vez) 200 pl de los 250 pl de
cada pocillo de la placa ELISA a una placa de microtitulacion de fondo plano no tratada negra (Fluoroplate, Costar
n.° 3915). Lectura de la fluorescencia: se lee la placa en un lector de placas Gemini (Molecular Devices Corporation)
usando el programa SOFTmax PRO (366 nm de excitacion, 446 nm de emision, 435 nm de limite).

ELISA de GALNS

El ELISA de GALNS mide la concentracion de la enzima GALNS en medio acondicionado de cultivo celular u otras
muestras del proceso usando un inmunoensayo de tipo sandwich.

Tampones. Tampon A (Tampon Carbonato): disolver 3,09 gramos de Na,COs y 5,88 gramos de NaHCO3 en 900 ml
de H,O desionizada (DI) y después afnadir HO DI a un volumen final de 1000 ml. Comprobar que el pH esta entre
9,4 y 9,6 y después esterilizar con filtro. Para recubrir completamente una microplaca de 96 pocillos con 100 pl por
pocillo, diluir 19 pl de anticuerpo anti-GALNS en un tubo (12 ml). Tampon B (Tampén de Bloqueo ELISA y Tampdén
de Dilucion en Serie): PBS acido 1x, Tween-20 0,05 % y BSA al 2 %, ajustado a pH 6,5 con acido acético. Tampdn
B" (Tampon de Lavado): NaOAc 100 mM y Tween-20 0,05 %, ajustado a pH 6,5 con acido acético. Tampon F
(Tampon de Detencion): HoSO4 2 N: en 600 pl en total, afiadir 100 ml de H2SO4 12 N y 500 ml de agua MilliQ.

Reactivos. Anticuerpo anti IgG GALNS: los anticuerpos policlonales de conejo son Proteina G purificada de suero.
En D-PBS, proteina total = 3,17 mg/ml (BCA). Las alicuotas (19 pl) se conservan a -20 °C para usarse una sola vez.
Anticuerpo de deteccion conjugado con HRP (RIVAH): el anticuerpo conjugado final se diluye 1:100 en D-PBS/BSA
al 1 % y se conserva en alicuotas de 120 pl a -20 °C para usar una vez. Kit de Sustrato TMB EIA (BioRad n.° 172-
1067).

Protocolo. Unidon de anticuerpo anti GALNS a la placa: se recubre una placa ELISA Nunc MaxiSorp (Nalge/Nunc
International, Fisher n.° 12-565-135) con anticuerpo anti GALNS a una concentracion final de proteina de 5 pg/ml en
tampon A. Para preparar esta solucion, se descongela una alicuota de 19 pl y se centrifuga brevemente (10 s) en
una microcentrifuga para recoger liquido. Se transfieren los 19 ul a 12 ml de tampén A. Se mezcla intensamente por
inversion y después se vierte en un depdsito, seguido de la carga en placa (100 pl por pocillo) usando una pipeta
multicanal. Se cubre la placa y se incuba a 37 °C (incubadora de conveccion) durante 2 h. No se debe usar un
blogue caliente. Se retira el anticuerpo anti GALNS no unido: se lava la placa afiadiendo una cantidad abundante de
Tampodn B", tres veces. Bloqueo: se bloquea la placa con Tampoén B (320 pl por pocillo), después se cubre la placa
y se incuba a 37 °C durante 1 hora. Preparaciéon de diluciones en serie de muestras de ensayo (desconocidas) y
patron de GALNS purificadas durante la etapa de bloqueo: el patron se diluye en Tampon B hasta el extremo
superior del intervalo lineal del ensayo (40 ng/ml en la Fila A) y después se diluye en serie (2 veces) en las filas B-G
en una placa de 96 pocillos. El Carril H es control de tampdn (es decir, sin enzima GALNS). Primero, se preparan
500 pl de una concentracion a 40 ng/ml en Tampon B. Después, se diluye en serie 2 veces en el Tampén B (250 pl
en 250 pl) hasta alcanzar 0,625 ng/ml. Retirada del tampdn de bloqueo: después de la etapa de bloqueo, el Tampdn
B se desecha. Union de muestras de ensayo y patron de la enzima GALNS con anticuerpo anti GALNS: se carga la
placa con 100 pl/pocillo del patrén diluido en serie y las muestras de ensayo (procesar por duplicado). Se cubre la
placa y se incuba a 37 °C durante 1 h. Lavado: se lava la placa afiadiendo una cantidad abundante de Tampén B",
tres veces. Union del conjugado de anticuerpo de deteccion: se descongela una alicuota (120 pl) de anticuerpo
RIVAH y se centrifuga brevemente (10 s) en una microcentrifuga para recoger el liquido. Se diluyen los 120 pl en
11,9 ml de Tampon B y se invierte intensamente el tubo para mezclar. Se vierte en un depdsito y se afiaden 100 pl
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por pocillo con la pipeta multicanal. Se cubre la placa y se incuba a 37 °C durante 30 min. Lavado: se lava la placa
afiadiendo una cantidad abundante de Tampoén BW, tres veces. Sustrato TMB: la solucion de sustrato final se
prepara mezclando 1,2 ml de Solucién B con 10,8 ml de Solucion A. Se vierte en un depdsito y se afiaden 100 pl por
pocillo con la pipeta multicanal. Se cubre la placa y se incuba a 37 °C durante 15 min. Soluciéon de detencion: se
introducen 12 ml de solucion de detencion de H,SO4 2 N en el depdsito con una pipeta y se afiaden 100 yl por
pocillo con la pipeta multicanal. Se golpea suavemente para mezclar. Lectura a A450: la placa se lee en el lector de
placas.

Ensayo de actividad especifico de GALNS

El ensayo de actividad especifico de GALNS mide la actividad enzimatica de GALNS en solucion usando un sustrato
especifico de GALNS.

Tampones. Para todos los tampones se utiliza H,O MilliQ. Tampén de Dilucién (DB): para 1 | de DB, disolver 1,74 ml
de acido acético, 0,75 g de acetato sodico, 233,6 mg de NaCl, 2 ml de Tween-20 al 50 % y 10 ml de azida sddica al
1 % en HO MilliQ y ajustar el pH a 4,0 +/- 0,5 con NaOH 0,1 M si el pH es menor de 3,95 y con acido acético 0,1 M
si el pH es mayor de 4,05. Las concentraciones finales son: acido acético 19,5 mM, acetato sédico 5,5 mM, NaCl 1
mM, Tween-20 al 0,1 % y azida sédica al 0,01 %. Tampdn Fosfato (PB): para 1 | de PB, disolver 13,9 g de NaH2PO4-
H>O y 55 g de NaHPO4-7H20 en H2O MilliQ y ajustar el pH a 7,2. La concentracion final es NaPi 300 mM. Tampén
de Detencion (SB): para 11 de SB, disolver 26,2 g de glicina y 46,6 g de carbonato sédico en H,O MilliQ, y ajustar el
pH a 10,6 con NaOH. Tampon de Ensayo (AB): diluir solucion de reserva 4MU-Gal-6S 1:50 en DB (final 2 mM).
Tampodn de B-galactosidasa (BGB): 25 ug/ml de $-galactosidasa en NaPi 300 mM, pH 7,2.

Reactivos. 4MU-Gal-6S: 100 mM en H,O (Toronto Research Chemicals Cat. n.° M334480). B-Galactosidasa: Sigma
G-4155. 4-metilumbeliferona (patron 4MU): Sigma M-1381 (solucion de reserva 10 mM en DMSO).

Protocolo. Se realizan diluciones en serie de la enzima GALNS. Para GALNS purificada y formulada (~1,5 mg/ml), se
diluyen muestras 1:10.000 en tubos de microcentrifuga de adhesién a baja concentracion de proteina (USA Scientific
Cat n.° 1415-2600) que contiene DB, antes de realizar diluciones en serie 1:1. Se ponen 100 pl de DB en una placa
de 96 pocillos de unién de proteina a baja concentracion. En la primera fila, se pipetean 100 ul de muestra GALNS.
Después, se diluye en serie (1:1) la placa (A-G en placas de 96 pocillos). No se afiaden muestras al pocillo H
(control). El intervalo lineal de este ensayo es 1-75 ng/ml. Se usa el mismo procedimiento para la preparacion de la
curva patron de 4MU. Se diluye solucion de reserva de 4MU 10 mM en DMSO 1:100 en DB. La curva patrén de 4MU
se comienza afiadiendo 50 pl de 4MU 50 uM en el primer pocillo y después se diluye en serie. Se afiaden 50 pl del
sustrato diluido en AB (4-MU-Galactosa-6S 2 mM en DB) a una placa fluorescente de 96 pocillos. Se preincuba el
sustrato durante 10 min a 37 °C. Se afiaden 50 pl de las diluciones en serie de 100 pl de patrones de GALNS y 4MU
a los 50 pl de sustrato en AB. Se incuba a 37 °C durante 30 min (esta primera reaccion retira el sulfato del sustrato),
se inactiva la primera reaccién y se comienza la segunda reaccién afadiendo 50 ul de 3-galactosidasa (se diluye la
solucién de reserva de B-galactosidasa a 25 pg/ml en BGB). El fosfato inhibe la GALNS y el aumento del pH también
detiene la reaccion de GALNS. El pH resultante es ahora el intervalo de pH 6ptimo de la B-galactosidasa. Se incuba
esta segunda reaccion durante 15 min a 37 °C. Se ioniza el 4MU liberado afiadiendo 100 pl de SB. Se lee Ex355
Em460 en un lector de placa fluorescente de 96 pocillos. Calculos de la actividad enzimatica (a 37 °C en tampdn pH
4,0): 1 unidad = pmol de 4MU liberado/min; actividad = ymol de 4MU/min/ml; actividad especifica = pmol de
4MU/min/mg. Calculo de la concentracion de proteina: utilizar el coeficiente de extincion de GALNS (1 ug/ml = 1,708
Unidades de Absorbancia a 280 nm).

EJEMPLO V
Purificacion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana

El objetivo fue obtener una gran cantidad de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante.
Células G71 transfectadas de manera estable que coexpresan SUMF1 humano y GALNS humana se cultivaron en
condiciones de cultivo en un biorreactor y la enzima GALNS activa se purificé del medio cultivo.

Cromatografia liquida. Aparato. Sistema Explorer 900 de Amersham Pharmacia Biotech AKTA, utilizando el
programa informatico Unicorn control.

Métodos analiticos de proteina. Se Siguieron procedimientos estandar para SDS-PAGE, tincion con Azul de
Coomassie (B101-02-COOM), transferencia de Western y ensayos de proteina Bradford. Los procesos de
purificacién se evaluaron por rendimiento de actividad y la pureza del producto GALNS se evalué visualmente
mediante SDS-PAGE. La presencia de impurezas procesadas se detecté mediante transferencia de Western usando
un anticuerpo anti GALNS. La concentracion de proteina se midid usando un ensayo de proteina Bradford. La
concentracion de la proteina GALNS purificada final se midié midiendo la A280 usando un coeficiente de extincion
de 1,708.
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Resinas de Cromatografia. Sefarosa 6 FF Azul (GE Healthcare, lote n.° 306346) y Fractogel SE Hi-Cap (Merck
KgaA, FC040894449).

Determinaciones de la actividad enzimatica de GALNS. La actividad especifica de GALNS se determiné usando un
sustrato fluorescente pequefio, 4-metilumbeliferil-6-S-GAL (4-MU-6-S-GAL). El ensayo de actividad especifica de
GALNS implica una reaccion de dos etapas, en la que es necesaria la adicion de la B-galactosidasa después de la
incubacion de GALNS con el sustrato durante un determinado tiempo para liberar la etiqueta fluorescente. Las
mediciones se realizan usando un lector de placa fluorescente.

Se equilibré una columna de desalinizacion 10DG (Bio-RAD) con tampon de equilibrado (EQB, NaOAc 50 mM, NaCl
10 mM, pH 5,8). Para todos los tampones se utilizé H.O MilliQ. Se cargaron tres (3) ml de GALNS purificada (0,5-
2 mg/ml) en la columna de desalinizacion, se eluyd y se recogio en alicuotas de 4 ml en tubos de ensayo distintos
usando EQB. La concentraciéon de proteina se calculéd usando el coeficiente de extincion de GALNS (1 mg/ml =
1,708 Unidades de Absorbancia a 280 nm).

Las muestras de GALNS desalinizadas se diluyeron en serie (1:1) en tampén de dilucion (DB, NaOAc 50 mM, NaCl
1 mM, pH 4,0 + BSA 0,5 mg/ml). La solucién de reserva de BSA se desalinizé antes del uso cargando solucion de
reserva de BSA 50 mg/ml (no mas de VC 5 %) sobre una columna G25 previamente equilibrada con H.O milliQ. Se
pipetearon 100 ul de la muestra de GALNS desalinizada en la primera fila de una placa de 96 pocillos de unién a
baja concentracion de proteina, y las muestras de GALNS diluidas en serie se introdujeron en la placa a través de
una pipeta (filas A-G en placas de 96 pocillos). Se pipetearon 100 ul de DB en el ultimo pocillo (H). El extremo
superior del intervalo lineal de este ensayo es de 200 ng/ml, y el intervalo lineal es 3-200 ng/ml. Se realiz6 el mismo
procedimiento para preparar la curva patron con 4-metilumbeliferona (4 MU) (Sigma M-1381, solucién de reserva
10 mM en DMSO). Se transfirieron 50 ul de las diluciones en serie 100 pyl de GALNS y 4MU a una nueva placa
fluorescente de 96 pocillos (placa de fondo negro). Se afiadieron 50 yl de 4MU-Galactosa-6S 2 mM (en H.0 milliQ) a
las muestras a ensayar, y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Esta primera reaccion se inactivo, y la segunda
reaccion se inicié afadiendo 50 pl de B-galactosidasa (Sigma G-4155, solucion de reserva diluida a 12 pg/ml en
NaPi 300 mM, pH 7,2), y se incubd a 37 °C durante 15 minutos. El 4MU liberado se ionizé afiadiendo 100 pl de
tampodn de detencion (Glicina/Carbonato, pH 10,6). Las placas se leyeron en un lector de placas fluorescente de 96
pocillos (excitacion 355 nm, emision 460 nm). 1 Unidad se define como 1 pymol de 4MU liberado/min, la actividad
enzimatica se da en ymoles 4MU/min/ml y la actividad especifica se da en pmoles 4MU/min/mg, todo a 37 °C en
tampodn a pH 4,0.

Primer proceso de purificaciéon. Un primer proceso de purificacion incluyé una etapa de ultrafiltracion (UF) seguida de
un proceso de purificacién de 2 columnas.

1. Filtracion Recogida (HF): el material del biorreactor se filtr6 de forma estéril en un filtro de 0,2 pm.

2. Ultrafiltracion (UF): el material del biorreactor se concentré 10-20X por ultrafiltracion a través de una membrana
Sartocon de 30 kDa.

3. Ajustar el pH a 4,5: el material de biorreactor concentrado (UF (20X)) se ajusté a pH 4,5 con tampdn de ajuste de
pH (NaOAc 1,75 M, pH 4,0) a temperatura ambiente y se filiré de forma estéril antes de cargar en una columna de
Sefarosa Azul.

4. Sefarosa 6 Fast Flow (FF) Azul: el UF ajustado a pH 4,5 (20X) se cargd en una columna de Sefarosa Azul y la
proteina GALNS se eluyé como se muestra en la Tabla 1 y en la Figura 9A.

Tabla 1: cromatografia Sefarosa 6 Fast Flow Azul

Etapa VC* Tampén
Equilibrado 5 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50 mM, pH 4,5
Carga producto UF, ajustado a pH 4,5, filtrado
Lavado 1 4 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50 mM, pH 4,5
Lavado 2 8 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50 mM, pH 6,0
Elucion 8 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 100 mM, pH 7,0
Separacion 5 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 1 mM, pH 7,0
Higienizacion 4 NaOH 0,1 N, 0,5 horas
Regeneracion 5 H.0
Conservacion 3 ETOH al 20 %
*VC: volumen de columna. Caudal =92 cm h”
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5. Fractogel SE Hi-Cap: el eluato de la columna de Sefarosa Azul se ajusté a pH 4,3 y se cargd en una columna
Fractogel SE Hi-Cap y la proteina GALNS se eluyé como se muestra en la Tabla 2 y en la Figura 9B.

Tabla 2: cromatografia Fractogel SE Hi-Cap

Etapa vC* Tampoén
Equilibrado 5 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50 mM, pH 4,3
Carga eluato de Sefarosa Azul ajustado a pH 4,3 y diluido a 1:1 con agua MQ
Lavado 1 5 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50 mM, pH 5,0
Lavado 2 5 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50 mM, pH 5,5
Elucion 20 acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50-350 mM, gradiente, pH 5,5

acetato 20 mM/fosfato, NaCl 500 mM, pH 5,5
acetato 20 mM/fosfato, NaCl 50 mM, pH 4,3
NaOH 0,1 N, 0,5 horas
H.O
ETOH al 20 %

Regeneracion 1

Regeneracion 2

Higienizacion

Regeneracion 3

Wl | o o o

Conservacion

*VC: volumen de columna. Caudal = 150 cm h™’

La proteina GALNS en el eluato se recogio por fraccionamiento, se descart6é el pico de preelucion y la cola de
postelucion. 6. UF/HF final: el eluato de la columna Fractogel SE Hi-CAP se concentro por ultrafiltracion y se filtrd de
forma estéril como se ha descrito anteriormente.

Formulacién. La proteina GALNS purificada se formulé en NaOAc 10 mM, NaH,PO4 1 mM, Tween-80 0,005 %, pH
5,5.

Estudios de Estabilidad. La estabilidad de la GALNS purificada formulada final se supervis6 a 4°C y -70°C en
funcion del tiempo conservando pequefias alicuotas de las muestras de GALNS a las temperaturas respectivas. A
determinados momentos, las alicuotas de las muestras congeladas se descongelaron rapidamente en un bafio con
agua a 37 °C antes de las mediciones de actividad. La Figura 8 muestra que la GALNS purificada era estable a 4 °C
y a -70 °C durante un periodo de hasta al menos 79 dias en el tampdn de formulacion.

Resultados del Primer Proceso de Purificaciéon. La Tabla 3 muestra los rendimientos de purificacion para tres
preparaciones de la proteina GALNS producida a partir del clon 4 de G71S en un biorreactor de cultivo en
suspension. La pureza se estimé visualmente por SDS-PAGE y fue de aproximadamente 95 % en todos los casos.

Tabla 3: rendimientos de purificacion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana del clon 4 de G71S del

reactor WAVE
Rendimiento
Etapas Prep 1 Prep 2 Prep 3 Promedio Desviacion
Tipica
UF N/A 100 100 100 0
Sefarosa 6 FF Azul 93 103 101 99 5,3
SE Hi-Cap 90 87 90 89 1,7

La Figura 9 muestra una SDS-PAGE de la proteina GALNS separada por (A) cromatografia Sefarosa 6 Fast Flow
Azul seguida por (B) cromatografia Fractogel SE Hi-CAP. Los geles se tifieron con Azul de Coomassie (izquierda) o
con anticuerpo anti GALNS (derecha). Para las transferencias de Western, el anticuerpo de conejo anti GALNS se
diluyé a 1:5000, y el anticuerpo secundario era un anticuerpo de conejo anti fosfatasa alcalina. La proteina GALNS
tenia un peso molecular aparente de ~55-60 kDa en SDS-PAGE, coherente con el tamafio esperado de la forma
preprocesada (precursora) secretada de la enzima que carece del péptido sefial de 26 restos de aminoacido, y que
también carece de la escision después de la posicion 325.

Caracterizacion del Extremo N. El extremo N de la proteina GALNS purificada se determiné por LC/MS. La

secuencia N terminal fue APQPPN, que corresponde al extremo N previsto de la forma secretada de GALNS que
carece del péptido seial de 26 restos de aminoacido (en comparacion con las secuencias polipeptidicas de GALNS
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humanas en la Figura 4 y Figura 5).

Segundo proceso de purificacion. Un segundo proceso de purificacion incluyd una etapa de ultrafiltracion/diafiltracion
(UF/DF) seguida de un proceso de purificacion en 3 columnas.

1. Ultrafiltracion (UF/DF): el material del biorreactor se concentré 20X por ultrafiltracion/diafiltracion a través de
una membrana Sartocon de 30 kDa a pH 5,5.

2. Ajuste del pH a 4,5: el material del biorreactor concentrado (UF/DF (20X)) se ajust6 a pH 4,5 con tampo6n de
ajuste del pH (NaOAc 1,75 M, pH 4,0) a temperatura ambiente y se filtré de forma estéril antes de cargar en una
columna Fractogel EMD SE Hi-Cap.

3. Fractogel EMD SE Hi-Cap: el UF/DF (20X) ajustado a pH 4,5 se cargd en una columna Fractogel EMD SE Hi-
Cap, se lavo secuencialmente con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 50 mM, pH 4,5 y acetato/fosfato 10 mM, NaCl 50
mM, pH 5,0 y la proteina GALNS se eluy6 con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 140 mM, pH 5,0.

5. Sefarosa FF quelante de Zn: el eluato de la columna Fractogel EMD SE Hi-Cap se ajusté a NaCl 500 mM, pH
7,0 y se cargd en una columna Sefarosa FF quelante de Zn (Zn-IMAC), se lavé con acetato/fosfato 10 mM, NaCl
125 mM, imidazol 10 mM, pH 7,0, y la proteina GALNS se eluy6 con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 125 mM,
imidazol 90 mM, pH 7,0.

6. Ajuste del pH a 3,5: el eluato de la columna Sefarosa FF quelante de Zn que contenia la proteina GALNS se
ajusto a pH 3,5 para una inactivacion de virus a pH bajo y después se ajustd con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 2
M, pH 5,0.

7. ToyoPearl Butyl 650 M: el eluato ajustado a pH bajo de la columna Sefarosa FF quelante de Zn se cargd sobre
una columna ToyoPearl Butyl 650 M, se lavé con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 2 M, pH 5,0 y la proteina GALNS
se eluy6 con acetato/fosfato 10 mM, NaCl 0,7 M, pH 5,0.

8. UF/HF final: el eluato del eluato de la ToyoPearl Butyl 650 M se ultrafiltré y diafiltré en acetato 20 mM, fosfato 1
mM, NaCl 150 mM, pH 5,5.

Formulacién. La proteina GALNS purificada se formulé en NaOAc/HOAc 10 mM, NaH,PO4 1 mM, NaCl 150 mM,
Tween-20 al 0,01 %, pH 5,5.

Resultados del Segundo Proceso de Purificaciéon. La Tabla 4 muestra la recuperacion de la proteina GALNS
producida a partir del clon C2 de G71S en un biorreactor de cultivo en suspension usando el segundo proceso de
purificacion. La pureza de la enzima GALNS formulada (es decir, formas precursora y madura o procesadas
conjuntamente) era de aproximadamente 98 %, determinado por RP-HPLC de C3. El porcentaje de la forma
precursora de la enzima GALNS fue de aproximadamente 85 % determinado por electroforesis capilar en gel con
SDS.

Tabla 4: recuperacion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana para el clon C2 de G71S

Etapa del Proceso Recuperacion (%)
Ajuste de pH 96
Columna Fractogel SE Hi-Cap 98
Columna Zn-IMAC 89
Inactivacion de Virus a pH Bajo 89
Columna ToyoPearl Butyl 650 M 99
Formulacion 99
Total 70

La Figura 10 muestra una SDS-PAGE de la enzima GALNS separada por ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF),
cromatografia Fractogel SE Hi-CAP, cromatografia Sefarosa FF quelante de Zn y cromatografia ToyoPearl Butyl 650
M. Los geles se tifieron con Azul de Coomassie (lado izquierdo superior), anticuerpo anti GALNS (lado derecho
superior), proteinas anti Catepsina L (lado izquierdo inferior) y anti CHO (CHOP, lado derecho inferior). Para las
transferencias de Western, el anticuerpo policlonal de conejo anti GALNS se diluyé a 1:5000 y el anticuerpo
secundario era un conjugado anti conejo AP; el anticuerpo policlonal de cabra anti Catepsina L se diluy6 a 1:1000 y
el anticuerpo secundario era un conjugado anti cabra HRP; y el anticuerpo policlonal de conejo anti CHOP se diluy6
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a 1:1000 y el anticuerpo secundario era un conjugado anti conejo HRP. La enzima GALNS precursora tenia un peso
molecular aparente de ~55-60 kDa en SDS-PAGE vy las formas madura o procesada de la enzima GALNS tenian
pesos moleculares aparentes de ~39 kDa y ~19 kDa en SDS-PAGE.

Resumen del Primer Proceso de Purificacion. La enzima GALNS se purificé usando un tren de purificacién que se
habia modificado a partir de un tren estandar (véase la Tabla 5). El material recogido del biorreactor se filtré de
forma estéril en un filtro de 0,2 ym y se mantuvo a 4 °C antes de cargar sobre la columna de captura de Azul-
Sefarosa. El material del biorreactor filtrado se cargd directamente o se concentré hasta 15X por ultrafiltracion. La
modificacion del tren de purificacion fue necesaria porque las etapas de purificacion aguas abajo, la cromatografia
de SP Sefarosa seguida por la cromatografia de Phenil Sefarosa, no produjeron GALNS suficientemente pura.
Usando la cromatografia SE Hi-Cap como reemplazo para las dos columnas de purificacion aguas abajo se obtuvo
un proceso de purificacion en 2 columnas, mejorando significativamente la pureza del material final y la recuperacion
de GALNS total aumento significativamente de ~22 % a ~80 %. La pureza de la enzima GALNS (que consistia
esencialmente en la forma precursora, véase la Figura 9), determinada por cromatografia C4-RP, se calcul6 a groso
modo a > 95 % y la enzima GALNS purificada permaneci6 estable en tampon de formulacion durante mas de 79
dias tanto a 4 °C como a -70 °C.

Tabla 5: primer tren de purificacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana

Etapa Proceso Normal Proceso Modificado
1 HF (1X) HF (1X)
2% UF (5X) UF (15X)
3 Ajuste a pH 4,5 Ajuste a pH 4,5
4 Sefarosa 6 FF Azul Sefarosa 6 FF Azul
5 Sefarosa SP SE Hi-Cap
6 Fenil Sefarosa Hi-Sub UF/DF Final
7 UF/DF Final

*Esta etapa es opcional.

Resumen del Segundo Proceso de Purificacion. La enzima GALNS también se purificé usando un segundo tren de
purificacion (véase la Tabla 6). La recuperacion de GALNS total fue de aproximadamente un 70 % y se estimo que la
pureza de la enzima GALNS (incluyendo tanto las formas precursora y madura o procesadas, véase la Figura 10),
determinada por cromatografia C4-RP, a groso modo, era de aproximadamente 97 %.

Tabla 6: segundo tren de purificacion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana
Etapa Proceso

1 HF (1X)
UF/DF (20X)
Ajuste a pH 4,5
SE Hi-Cap

Sefarosa quelante Zn

Ajuste a pH 4,5
ToyoPearl Butyl 650 M
UF/DF Final

o N o o ] W N

Este ensayo indica que los protocolos descritos anteriormente para preparar las enzimas sulfatasa lisosomales
recombinantes proporcionan un método eficaz para la produccién de grandes cantidades de enzima altamente
purificada, en particular la forma previamente procesada (precursora) secretada de la N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana.
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Ejemplo VI
Purificacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana con acortamiento minimo

El control de la digestion proteolitica de enzimas recombinantes es un asunto a tener en cuenta en la produccion y
formulacion de agentes terapéuticos basados en proteinas. El objetivo fue obtener una gran cantidad de N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante en forma previamente procesada (precursora)
secretada. Se desarrolldé un proceso de produccidon que permitiria la produccion a gran escala de GALNS humana
con acortamiento minimo (minimal clipping) por proteasas, en particular, catepsina L.

Como se usa en el presente documento, “acortamiento minimo” significa que en las formulaciones purificadas finales
la GALNS esta intacta en al menos un 98 %, al menos un 98,5 %, al menos un 99 % o al menos un 99,5 %, segun la
SDS-PAGE en condiciones reductoras seguida por tincion con Azul de Coomasie o electroforesis capilar en gel con
SDS (SDS-CGE).

Durante el desarrollo de un proceso de produccion para la fabricacion a gran escala de GALNS, se descubrié que la
forma precursora secretada de ~55 kDa de la enzima era susceptible a la degradacion proteolitica por proteasas, en
particular catepsina L, que son activas a pH acido. La degradacion de GALNS por proteasas genera una forma
madura, acortada de GALNS, que puede observarse como dos bandas a ~40 kDa y ~19 kDa en SDS-PAGE en
condiciones reductoras. Este acortamiento proteolitico se exacerbé con un pH bajo (es decir, 4,5 a 5,0) requerido
para la etapa de captura en columna de intercambio de cationes. Este intervalo de pH proporcioné condiciones que
eran favorables para la actividad de proteasas acidas, tales como catepsinas, presentes en la recogida de cultivo
celular.

Se realizaron cambios en los procesos de recuperacion y purificacion de GALNS para minimizar la presencia y/o
actividad de proteasas que pueden acortar las GALNS secretadas en el medio de cultivo celular.

En la Figura 11 se muestran flujogramas que representan procesos ejemplares de recuperacion y purificacion para
la fabricacion a gran escala de GALNS. El proceso de la izquierda muestra el proceso de recuperacion y purificacion
que se utiliza en el proceso de Fase l/ll, similar al tren de purificacién descrito anteriormente en el Ejemplo V, que da
como resultado una cantidad variable de acortamiento, que varia de ~6-30 % de la cadena peptidica debido a la
activacion de la catepsina L, segin se determina por el proceso de SDS-PAGE en condiciones reductoras seguido
de tincion con Azul de Coomassie (véase la Figura 12, carril 3), o que varia de un 65,3 % a un 93,7 % en la forma
precursora intacta de GALNS, a juzgar por la SDS-CGE (véase la Tabla 8). El método SDS-PAGE proporciona
informacion visual, aunque mas cualitativa, sobre la degradaciéon de proteinas, mientras que el método SDS-CGE
proporciona una informacién mas cuantitativa con respecto al % de proteina intacta presente en las formulaciones
purificadas finales.

El proceso a la derecha de la Figura 11 muestra el proceso de recuperacion y purificacion en el proceso en Fase lll,
que da como resultado un acortamiento minimo, que varia del 98 % al 99,6 % de la forma precursora intacta de
GALNS, a juzgar por el proceso de SDS-PAGE en condiciones reductoras seguido de tincion con Azul de
Coomassie (véase la Figura 12, carril 5) o por SDS-CGE (véase la Tabla 8).

Generalidades de los cambios del proceso. Para reducir el grado y la variabilidad del acortamiento de GALNS, se
tuvieron en cuenta dos factores: (i) las proteasas son significativamente menos activas a pH neutro; y (ii) las etapas
de cromatografia tanto de intercambio catiénico como de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) separan las
proteasas de GALNS. El proceso de la Fase lll (véase la Figura 11, a la derecha) utiliza estos factores y ayuda a
reducir el acortamiento de GALNS durante el procedimiento de purificacion. Esto se consiguié cambiando el orden
de las dos primeras etapas de columna, con captura en la columna Zn-IMAC a pH 6,5 a 7,0. El cambio de las dos
primeras columnas también hizo que fuera conveniente recoger y guardar el cultivo celular recogido a un pH superior
(es decir, pH 6,5) en comparacion con el pH mas acido (es decir, pH 5,5) que se usé en el proceso de Fase I/l
(véase la Figura 11 a la izquierda). La conservacion del material recogido acelular a pH 6,5 reduce la posibilidad de
activacion de proteasas, por ejemplo, catepsinas, presentes en el fluido de cultivo celular, impidiendo o reduciendo
de este modo el acortamiento de GALNS.

Proceso de Fase lll. A continuacion, se resumen cada una de las etapas en un proceso en Fase Il ejemplar de
recuperacion y purificacion de GALNS.

1. Material recogido acelular (1X). Se cultivaron células G71 transfectadas de manera estable que co-expresaban
SUMF1 humano y GALNS humana en condiciones de cultivo en un biorreactor como se describe en el Ejemplo
[ll. EI material del biorreactor (es decir, fluido de cultivo celular) que contenia la GALNS se recogié a pH 6,5y se
filtré usando un tren de filtracion de CUNO 30SPAO02A, seguido de CUNO 90ZA08A y un filtro CUNO BioAssure
de 0,2 um.

2. UF/DF (20X). El fluido de cultivo celular se ultrafiltré/diafiltré (UF/DF) en fosfato/acetato 10 mM, NaCl 50 mM,
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pH 6,5 a una conductividad de < 7 mS/cm. La etapa UF/DF se realizd usando casetes Hydrosart de Sartocon de
30 kDa. El fluido de cultivo celular se concentré 20X. Para realizar una comparacion, la etapa UF/DF del proceso
en Fase l/ll se realizé a pH 5,5. El pH superior en el proceso Fase lll reduce la posibilidad de acortamiento de
GALNS por proteasas presentes en el material recogido acelular.

3. Filtro de carbén vegetal. El material UF/DF (20X) se filiré a través de un Carbdn Activado Zeta Plus R55
(Z1274) y después se filtr6 de forma estéril usando un filtro de 0,2 um antes de guardar a 2-8 °C. El filtro de
carbon vegetal redujo significativamente la presion después de cargar la columna Zn-IMAC posterior.

4. Cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC). Una columna de cromatografia de afinidad con
metales Zn inmovilizados (Zn-IMAC) se equilibré en fosfato/acetato 10 mM, NaCl 500 mM, pH 7,0 y se cargd a
una conductividad de ~55 + 5 mS/cm con el material UF/DF (20X) filirado en carbén vegetal a pH 7,0 + 0,1
mediante la adicién de tampon fosfato 50 mM, pH 9,2 que contenia NaCl 2,5 M. La columna cargada se lavé con
fosfato/acetato 10 mM, NaCl 500 mM, pH 7,0, seguido de fosfato/acetato 10 mM, NaCl 125 mM, pH 7,0 (tampdn
A). La GALNS se eluyé de la columna con una mezcla de tampén a 70 % y tampon B 30 % (fosfato/acetato 10
mM, NaCl 125 mM, imidazol 300 mM, pH 7,0).

5. Filtro Mustang Q. El eluato de la columna Zn-IMAC se ajust6 a una conductividad de ~6,0 + 0,5 mS/cm a pH
7,0, y se cargo en un filtro Mustang Q para retirar los virus.

6. Ajuste del pH Yy filtracion. El filtrado de Mustang Q se ajusté a pH 4,5 £ 0,1, se filtré6 usando un filtro CUNO
60ZA seguido de un filtro en linea de 0,2 um y después se cargd en una columna de intercambio cationico.

7. Cromatografia de intercambio catidnico. Una columna de intercambio catidnico Fractogel SE HiCap se
equilibro en fosfato/acetato 10 mM, NaCl 50 mM, pH 4,5, y se cargo con el filtrado Mustang Q filtrado ajustado a
pH 4,5 £ 0,1 a una conductividad de < 7 mS/cm. La columna cargada se lavo con fosfato/acetato 10 mM, NaCl 50
mM, pH 4,5, seguido por una mezcla al 80 %:20 % de fosfato/acetato 10 mM, pH 5,0 (tampon A) y
fosfato/acetato 10 mM, NaCl 250 mM, pH 5,0 (tampdn B). La GALNS se eluy6 de la columna con un gradiente
lineal de 20 a 75 % de tampon B en 80 % a 25 % de tampdn A (es decir, NaCl de 50 a 190 mM).

8. Mantenimiento de pH bajo para inactivacion de virus. El eluato de Fractogel SE HiCap se acidificé a pH 3,5 £
0,1 para la inactivacion de virus por adicion de tampon citrato 0,2 M, pH 3,4, se mantuvo al pH bajo durante ~ 1
hora, se reajusté a pH 5,0 + 0,1 por adicidon de tampon citrato 0,2 M, pH 6,0, y después se cargd en una columna
de pulido cromatografica de interaccion hidrofoba (HIC).

9. Cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC). Una columna ToyoPearl Butyl 650M HIC se equilibré en
fosfato/acetato 10 mM, NaCl 2 M, pH 5,0 y se cargod con el eluato Fractogel SE HiCap viral inactivado de pH bajo
ajustado a NaCl 2 M, pH 5,0. La columna cargada se lavo con fosfato/acetato 10 mM, NaCl 2 M, pH 5,0 (tampon
A). La GALNS se eluy6 de la columna con una mezcla de tampon A 35 % y tampdn B 65 % (fosfato/acetato 10
mM, pH 5,0).

10. Intercambio de tampon y ajuste de rhGALNS a 3 mg/ml. El eluato de ToyoPearl Butyl 650M HIC se cambid
de tampodn en acetato 20 mM, fosfato 50 mM, arginina 30 mM, sorbitol al 2 % (v/v), pH 5,4 y después se ajusto a
una concentracion final de GALNS de 3 mg/ml en el mismo tampon.

11. Retirada de virus y ADN por filtracion. El eluato de ToyoPearl Butyl 650M HIC cambiado de tampédn se filtré
para retirar cualquier virus y ADN residual usando un filtro de virus (DV20) y un filiro de ADN (Mustang Q).

12. Adicion de PS20 al 0,01 %. El eluato de ToyoPearl Butyl 650M HIC con tampén cambiado con virus y ADN
filtrado se ajustd a polisorbato 20 (PS20 o Tween-20) 0,01 % (v/v).

13. Conservacion en BDS a 2-8 °C o congelado. La formulacion final de GALNS purificada, es decir, la Sustancia
Farmacolégica en Bruto (BDS) se conservé a 2-8 °C o se congeld.

Resultados. Como se muestra en los resultados de SDS-PAGE (véase la Figura 12, carril 5), la masa molecular
aparente de la banda principal es ~ 55 kDa, coherente con el valor esperado para el monémero de GALNS. Las
bandas que migran a las masas moleculares aparentes de ~ 40 kDa y ~ 19 kDa en el lote n.° AP400802, que se
generd usando el proceso de Fase I/l (carril 3), son los productos de degradacién de GALNS resultantes del
acortamiento proteolitico entre Q348 y G349. Este acortamiento se redujo enormemente en el lote n.° BMN110-
0110-001, que se gener6 usando el proceso de Fase lll (carrii 5). Hay una banda minoritaria en ambas
preparaciones que migra de manera ligeramente mas lenta que el producto escindido de ~ 40 kDa.

Generalidades de cambios del proceso adicionales. Se desarrollé un proceso de Fase |l modificado para tratar de

solucionar ciertos problemas: (i) la formacién de un precipitado en el material recogido concentrado; (ii) la pérdida de
GALNS en la etapa de captura Zn-IMAC; (iii) la pérdida de GALNS en la fraccion de lavado durante la etapa
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ToyoPearl Butyl; y (iv) la presencia de altos niveles de impurezas CHOP en el eluato de la etapa de ToyoPearl Butyl.

Proceso de Fase Il modificado. A continuacion se resume cada una de las etapas en un proceso de Fase llI
ejemplar de recuperacion y purificacion para GALNS.
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1. Material recogido acelular (1X). Se cultivaron células G71 transfectadas de manera estable que co-expresan
SUMF1 humano y GALNS humana en condiciones de cultivo en un biorreactor como se describe en el Ejemplo
[ll. EI material del biorreactor (es decir, fluido de cultivo celular) que contenia la GALNS se recogié a pH 6,5y se
filtré usando un tren de filtracion de DOCH Millipore, seguido de XOHC Millipore, y un filtro Millipore SHC de 0,2
pm.

2. UF/DF (20X). El fluido de cultivo celular se ultrafiltré/diafiltré (UF/DF) en fosfato/acetato 10 mM, NaCl 50 mM,
pH 6,5 a una conductividad de < 7 mS/cm. La etapa UF/DF se realizd usando casetes Hydrosart de Sartocon de
30 kDa. El fluido de cultivo celular se concentré 20X.

3. Filtro de carbon vegetal. EI material UF/DF (20X) se filtré a través de Carbdn Activado Zeta Plus R55 (Z1274) y
después se filtré de forma estéril usando un filtro de 0,2 um antes de conservar a 2-8 °C.

4. Cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC). Una columna de cromatografia de afinidad de
metales Zn inmovilizados (Zn-IMAC) se aclar6 con tampén acetato 50 mM, pH 5,0, se cargé con ZnSO4 50 mM,
se aclaré con tampon acetato 50 mM, pH 5,0 y después se equilibré en fosfato/acetato 10 mM, NaCl 500 mM, pH
7,0 que contenia imidazol 5 mM. La Zn-IMAC equilibrada se cargdé a una conductividad de ~50 + 5 mS/cm con el
UF/DF filtrado con carbon vegetal (20X) a pH 7,0 + 0,1 mezclando en linea con tampén fosfato 50 mM, pH 9,2 +
0,1 que contenia NaCl 2,5 M en una proporcion 75:25 (v/v) durante la carga de la columna Zn-IMAC. La columna
cargada se lavo con fosfato/acetato 10 mM, NaCl 500 mM, pH 7,0, seguido de fosfato/acetato 10 mM, NaCl 125
mM, pH 7,0 (tampén A). La GALNS se eluyo de la columna con una mezcla de tampon A al 70 % y tampon B al
30 % (fosfato/acetato 10 mM, NaCl 125 mM, imidazol 300 mM, pH 7,0).

5. Ajuste del pH y filtracion. El eluato de la columna Zn-IMAC se ajust6 a un pH 4,5 + 0,1 con acetato 1,75 M, pH
4,0 y después se filtré usando un filtro Millipore COHC. El material filtrado se mezcl6 en linea con fosfato/acetato
10 mM, pH 4,5 en una proporcién 30:70 (v/v) durante la carga la columna de intercambio cationico.

6. Cromatografia de intercambio catidnico. Una columna de intercambio catidnico Fractogel SE HiCap se
equilibré en fosfato/acetato 10 mM, NaCl 50 mM, pH 4,5, y después se cargd con el eluato de la columna Zn-
IMAC ajustado a pH 4,5 y filtrado a una conductividad de < 7 mS/cm. La columna cargada se lavd con
fosfato/acetato 10 mM, NaCl 50 mM, pH 4,5, seguido de una mezcla de 80 %:20 % de fosfato/acetato 10 mM, pH
5,0 (tampodn A) y fosfato/acetato 10 mM, NaCl 250 mM, pH 5,0 (tampdn B). La GALNS se eluy6 de la columna
con un gradiente lineal de 20 % a 75 % de tampodn B en 80 % a 25 % de tampon A (es decir, NaCl de 50 a 190
mM).

7. Mantenimiento a pH bajo para inactivacion de virus. El eluato de Fractogel SE HiCap se acidifico a pH 3,5 £
0,1 para la inactivacion de virus por adicion de tampén citrato 0,4 M, pH 3,4, se mantuvo al pH bajo durante ~ 1
hora (a una temperatura de 12-23 °C), se reajusté a pH 5,0 + 0,1 por adiciéon de tampén citrato 0,4 M, pH 6,0, se
mezcldé con tampén fosfato/acetato 10 mM, pH 5, que contenia NaCl 5 M para conseguir una concentracion final
de NaCl 2 M y después se filtré a través de un filiro de 0,2 um antes de cargar en una columna de pulido de
cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC).

8. Cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC). Una columna ToyoPearl Butyl 650M HIC se equilibré en
fosfato/acetato 10 mM, NaCl 2 M, pH 4,4 y se cargd con el eluato del Fractogel SE HiCap inactivado de virus a
pH bajo, filtrado, ajustado a NaCl 2 M, pH 4,3-4,4. La columna cargada se lavé con fosfato/acetato 10 mM, NaCl
2 M, pH 4,4, seguido de fosfato/acetato 10 mM, NaCl 2,5 M, pH 5,0 (tampdén A). La GALNS se eluyé de la
columna con un gradiente lineal de 100 % a 32 % de tampon A en de 0 a 68 % de tampdn B (fosfato/acetato 10
mM, pH 5,0) (es decir, NaCl de 2,5 a 0,8 M) seguido de una mezcla de tampén A 32 % y tampoén B 68 % (es
decir, NaCl 0,8 M).

9. Intercambio de tampon, retirada de ADN y virus por filtracion, y ajuste de rhGALNS a 3 mg/ml. El eluato de
ToyoPearl Butyl 650M HIC se cambi6 de tampdn en acetato de sodio 20 mM, fosfato de sodio 50 mM, HCI
arginina 30 mM, sorbitol al 2 % (p/v), pH 5,4. El eluato de ToyoPearl Butyl 650M HIC cambiado de tampodn se
filtré para retirar cualquier ADN y virus residual usando un filiro de ADN (Mustang Q) y un filtro de virus (DV20).
El eluato filtrado, con tampdén cambiado, de ToyoPearl Butyl 650M HIC se ajustd después a una concentracion
final de GALNS de 3 mg/ml en el mismo tampdn que el indicado anteriormente.

10. Se afiadié PS20 al 0,01 %. El eluato de ToyoPearl Butyl 6550M HIC cambiado de tampdn, filtrado de virus y
ADN, se ajusto a polisorbato 20 0,01 % (v/v) (PS20 o Tween-20).
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11. Conservacion de BSD a 2-8 °C o congelada. La formulacién final de la GALNS purificada, es decir, la
Sustancia Farmacolégica en Bruto (BDS), se paso a través de un filtro Millipak 200 de 0,2 um en el envase de
conservacion final y se conservé en bolsas a 2-8 °C o se congelo.

Resultados. Después de este proceso de Fase Il modificado, mejord la union de GALNS a las columnas Zn-IMAC y
ToyoPearl Butyl y se redujeron las impurezas CHOP y el eluato de ToyoPearl Butyl. La GALNS purificada mediante
este proceso de Fase Il modificado es comparable en todas las propiedades ensayadas (por ejemplo, las de la
Tabla 7 mostrada a continuacion) a la enzima purificada por el proceso de Fase Il descrito anteriormente.

Caracterizacion de rhGALNS realizada por el proceso de recuperacion y purificacion en Fase Ill. La GALNS
purificada usando el proceso de Fase lll se compard con la enzima purificada por el proceso de Fase l/ll. Los
resultados de caracterizacion se dan en la Tabla 7. Aunque las dos preparaciones de GALNS parecian comparables
en todas las propiedades ensayadas, la enzima purificada mediante el proceso de Fase Il mostré un acortamiento
significativamente menor en comparacion con la purificada por el proceso Fase I/1l.

Tabla 7: Comparacién de GALNS purificada por los procesos de Fase I/ll y fase i

Propiedad Método de ensayo TPB050109 (Proceso Fase lll) AP400802 (Proceso Fase I/Il)
Actividad especifica | Sustrato fluorogénico 10,2 U/mg 13,9 U/mg

Perfil de CZE 35,9 % BPM7 34,9 % BPM7
glucosilacion
Acortamiento SDS-CGE 98,7 % intacto 73,2 % intacto
Varientes de SEC-HPLC 98,9 % intacto** 99,9 % intacto

tamano
Impurezas UV RP-HPLC 99,5 % puro 99,7 % puro

CHOP* ELISA <33 ppm 46 ppm

*CHOP: Contaminantes de proteina de célula hospedadora de ovario de hamster chino
**Los datos SEC-HPLC para otros lotes rhGALNS purificados de material obtenido para el mismo reactor cMFG
200 L usando el proceso de Fase Ill mostré >99 % de proteina intacta

La Tabla 8 compara el porcentaje de GALNS intacta usando el método SDS-CGE en la formulacion purificada final
en lotes que se prepararon usando bien el proceso de Fase I/l (65,3-93,7 %) o el proceso de Fase Il (98-99,6 %).
Los valores obtenidos en este caso confirman los resultados obtenidos del método SDS-PAGE y muestran que el
grado de acortamiento se reduce significativamente como resultado de las modificaciones realizadas en el proceso
de purificacion.

Tabla 8: Comparacion de % de GALNS intacta purificada por los procesos de Fase I/l y Fase Il (mediante SDS-

CGE
GALNS, Lote n.° | Uso del procZaso % de GALNS intacta
11333P53 Fase I/l 82,7 %
11333P71 Fase I/l 85,6 %
11333P79 Fase I/l 93,7 %
11333P90 Fase I/l 82,6 %
11428P15 Fase I/l 80,1 %
NP40080 Fase I/l 65,3 %
AP400802 Fase I/l 73,6 %
AP400803 Fase I/l 78,5 %
AP400804 Fase I/l 82,9 %
P400902 Fase lll 98 %
11615P56 Fase lll 98,5 %
11615P71 Fase lll 98,4 %
11615P78 Fase lll 98,9 %
11615P81 Fase lll 98,1 %
11780P15 Fase lll 99,6 %

Estos ensayos indican que el protocolo descrito anteriormente para la preparacion de enzimas sulfatasa lisosomales
recombinantes con acortamiento minimo proporciona un método eficaz para la produccién de grandes cantidades de
enzima altamente purificada, en particular la forma pre-procesada (precursora) secretada de la N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana.

47




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2616263713

Ejemplo VII
Caracterizacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana purificada

Las lineas celulares G71 producen proteinas (por ejemplo, enzimas lisosomales) con niveles mas altos de
fosforilacion con alta cantidad de manosa que las observadas en el promedio de las lineas celulares de mamifero, y
un nivel correspondientemente mas bajo de oligosacaridos de alto contenido en manosa no fosforilados. Una enzima
sulfatasa lisosomal (por ejemplo, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante), que
comprende un alto nivel de oligosacaridos de alto contenido en manosa bis-fosforilados, como se define en el
presente documento, se compara con moléculas obtenidas en Canfield et al., Patente de Estados Unidos 6.537.785,
que no comprenden oligosacaridos complejos y solo presentan oligosacaridos de alto contenido en manosa.

Para determinar los niveles de alto contenido en manosa no fosforilada en una enzima sulfatasa lisosomal, un
experto en la materia puede usar la secuenciacion de exoglucosidasa de los oligasacaridos liberados
(“secuenciacion FACE”), para determinar con precision los porcentajes de cadenas de oligasacarido de alto
contenido en manosa no fosforiladas. En un gel de perfilado FACE de liberaciéon de lote normal, la alta manosa no
fosforilada co-migra con oligosacaridos complejos particulares (por ejemplo, oligomanosa 6 y complejo biantenario
completamente sialilado). El alto contenido en manosa no fosforilada se diferencia después de los otros
oligosacaridos por secuenciacion enzimatica.

Para determinar si la enzima sulfatasa lisosomal purificada (por ejemplo, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS)
humana recombinante) expresada en células G71S presenta mayor fosforilacion, se determiné el nivel de manosa-6-
fosfato (M6P) en la enzima sulfatasa lisosomal, asi como la capacidad de la enzima para unirse al receptor de M6P
(MPR).

La enzima GALNS humana recombinante expresada en células G71S y purificada se analizé por electroforesis de
hidratos de carbono con fluorescencia (FACE) y por cromatografia en una resina MPR-Sefarosa. El sistema FACE
utiliza electroforesis en gel de poliacrilamida para separar, cuantificar y determinar la secuencia de oligasacaridos
liberados de glucoproteinas. La intensidad relativa de la banda de oligomanosa 7 bis-fosfato (O7P) en FACE (Hague
et al., Electrophoresis 19(15): 2612-20, 1998) y el porcentaje de actividad retenido en la columna MPR (Cacia et al.,
Biochemistry 37(43): 15154-61, 1998) da mediciones fiables del nivel de fosforilacién por mol de proteina.

Actividad especifica. La actividad especifica de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante
se determin6 usando un sustrato fluorescente pequefio 4-metilumbeliferil-6-S-GAL (4MU-Gal-6S) a 37 °C. Usando
este ensayo, la actividad especifica de la GALNS purificada fue de 165 umol/min/mg (0,165 U/mg).

Estabilidad en suero humano. Se determiné la estabilidad en suero ex vivo de GALNS. El suero humano (Sigma H-
4522) se filtré de forma estéril a través de un filtro PES de 0,2 um y 4 ml del suero humano esterilizado con el filtro
se pre-incubaron en un matraz de cultivo celular T-25 durante 1 hora a 37 °C en una atmosfera de CO2 al 10 % (el
pH en este punto es de 7,4 + 0,1). Se afadieron 0,4 ml de GALNS desalinizada, purificada (la GALNS purificada 2
mg/ml se desanilizé en PBS usando columnas Bio-RAD 10DG) al suero humano preincubado, o un control de PBS
que contenia BSA 0,5 mg/l. Se extrajeron muestras de 100 pl a momentos indicados (por ejemplo, 0, 1, 3,5, 7,5y 26
horas) y se afiadieron a 900 ml de tampén de inactivacion (QB, NaOAc 50 mM, pH 5,6 + NaCl 150 mM + BSA 0,5
mg/ml + Tween-80 al 0,001 %). Las muestras se conservaron a 4 °C hasta estar listas para medir la actividad
enzimatica de GALNS.

La actividad enzimatica de GALNS se midié usando el ELISA de actividad de captura enzimatica. Extrapolando la
curva de descomposicion exponencial de % de actividad de enzima GALNS residual, se estimé que la semivida en
suero ex vivo de la GALNS purificada era de 217 horas.

Absorcién en sinoviocitos (condrocitos). Se determind la capacidad que tenian los sinoviocitos (condroncitos) para
absorber la GALNS.

Se cultivaron condrocitos (ATCC Numero CRL-1832) en medio de cultivo (F12 de Ham + FBS al 10 %) a 37 °C en
CO; al 5 % en placas de 12 pocillos. El analisis de absorcién de tres muestras requiere placas de 4 x 12 pocillos. Las
muestras de GALNS purificadas y una de referencia de GALNS se diluyeron a 1 uM en acPBS/BSA (PBS acido +
BSA 200 pg/ml). A partir de las soluciones de reserva 1 uM, se prepararon curvas de dilucién de absorcion para
muestras de GALNS y de referencia: 50,5 u (rhASB 1 uM) en 5 ml de diluyente de ensayo de captacion (UAD,
DMEM + L-glutamina 2 mM + BSA 0,5 mg/ml), dando como resultado muestras de GALNS 10 nM y referencia, que
se diluyeron posteriormente en serie a 5, 2,5, 1,25, 0,62, 0,21 y 0,16 nM mediante diluciones en serie de factor dos
en UAD. El medio de cultivo de las placas de 12 pocillos de condrocitos confluyentes se aspiro, se afiadieron 1 ml de
UAD (control) o diluciones en serie de muestras de GALNS o de referencia a los pocillos y se incubaron durante 4
horas a 37 °C en una incubadora con CO; al 10 %. El medio de absorcién se aspird, volcando completamente cada
placa, y cada pocillo se aclaré6 una vez con 1 ml de PBS. El PBS se aspird y los condrocitos se desprendieron
afadiendo 0,5 ml de tripsina/EDTA (tripsina 0,25 %/EDTA 0,1 % (Mediatech 25-053-Cl, lote 25053025)) por pocillo.
Después del desprendimiento de la placa, los condrocitos se dividieron en alicuotas en tubos Eppendorf previamente
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enfriados en hielo (30 tubos en total). Los condrocitos tripsinizados se enfriaron y después se sedimentaron a baja
velocidad en una microcentrifuga (4000 rpm durante 3 minutos). La tripsina se aspirdé por completo, el sedimento
celular se aclaré con 1 ml de PBS, repitiendo las etapas de microcentrifuga y aspiracion una vez. Se afiadieron 200
pl de tampédn de lisis celular (CLB, acetato de sodio 50 mM, pH 5,6 + Triton X-100 al 0,1 %) a cada tubo. Los
sedimentos celulares se resuspendieron mediante impulso-agitacion vorticial tres veces. Después de la
resuspension, las mezclas de lisis celular se conservaron durante una noche a -80 °C, o se analizaron directamente.

Los lisados celulares se descongelaron a temperatura ambiente y se transfectaron a hielo cuando se descongelaron.
Los lisados celulares se agitaron vorticialmente para resuspender cualquier material soélido visible y después se
centrifugaron en la microcentrifuga a 14 Krpm durante 10 minutos a 4 °C para sedimentar el material insoluble. Los
sobrenadantes se transfirieron a un conjunto de tubos limpios y el sedimento se desechd. Después, el ensayo de
actividad GALNS se realizé en los sobrenadantes. Normalmente se realizé una curva de diluciéon de siete puntos
(diluciones en serie con factor dos comenzando a 10 nM y finalizando a 0,16 nM) que agrupaba la Kapsorcisn €Sperada
de una forma bastante constante en ambos lados. La molaridad de las muestras de partida se calculé usando el
peso molecular solo de la proteina.

La GALNS purificada tenia una Kd para la captacion en sinoviocitos, basada en la unién al ligando en un solo sitio,
de 4,9 nM.

Ensayo de unién en placas al receptor de manosa-6-fosfato (M6P). La capacidad de GALNS para unirse al receptor
de manosa-6-fosfato (M6P) se determind en un ensayo de unién en placas. Placas de unién alta FluoroNunc se
recubrieron con receptor M6P 4 ug/ml. Las placas recubiertas se lavaron dos veces con 250 pl/pocillo de tampdn de
lavado (WB, TBS + Tween-20 al 0,05 %) y la unién inespecifica se bloqued con 200 pl/pocillo de tampdn de bloqueo
y dilucion (BDB, tampén Pierce SuperBlock lote n.° CA46485). Las placas se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente (TA). Durante esta etapa de bloqueo, las muestras de GALNS purificadas (0,5 — 2 mg/ml
conservadas a 4 °C durante 2 semanas) se diluyeron a 10 nM en BDB y después se diluyeron en serie en tampoén de
dilucion (DB, NaOAc 50 mM, NaCl 1 mM, pH 4,0 + BSA 0,5 mg/ml) (250 ul + 250 pl) a 5, 2,5, 1,25, 0,62, 0,31 y 0,16
nM. Las placas bloqueadas se lavaron con WB como se ha indicado anteriormente y las muestras de GALNS
diluidas se dispensaron en los pocillos por duplicado a 100 pl/pocillo y se incubaron durante 1 hora a TA. Durante
esta etapa de incubacion, se preparo el sustrato de actividad 2 mM diluyendo 0,1 ml de la solucién de reserva de 6S-
galactosa-4MU 100 mM (conservada en H;0, -20 °C) en 5 ml de DB, y se precalentd en un bafio con agua a 37 °C.
Después de la incubacién, las placas se lavaron dos veces con WB como se ha indicado anteriormente, se
afadieron 100 pl del sustrato diluido y se determind la actividad especifica de GALNS.

Usando el ensayo, la GALNS purificada tenia una kD para la unién con el receptor de M6P, basandose en la unién
en un solo sitio, de 2,4 nM.

Unién a la columna del receptor de manosa-6-fosfato (M6P). La capacidad de GALNS para unirse al receptor de
manosa-6-fosfato (M6P) se determind en un ensayo de union a columna. La columna de receptor M6P se prepard
siguiendo las instrucciones del fabricante. El receptor de M6P era del laboratorio de Peter Lobel, la resina de la
columna era una resina activada NHS (Bio-RAD Affi-Gel 15), y el tamafio de la columna era de 0,7 ml. La columna
del receptor de M6P se equilibré con 10 voliumenes de columna (VC) de tampodn de equilibrado (EQ, PBS acido, pH
6,0 que contenia B-glicerofosfato 5 mM, Tween 20 al 0,05 %, glucosa-1-fosfato 5 mM y NaN3 al 0,02 %) a un caudal
de 0,25 ml/min. 6 ug de GALNS purificada (por 200 pl) se cargaron en la columna del receptor de M6P a un caudal
de 0,1 ml/min. La GALNS no unida se retiré de la columna por lavado con 10 VC de EQ a un caudal de 0,25 ml/min.
La GALNS unida se eluyd de la columna usando un gradiente de tampdn de elucion 0-100 % (EL, PBS acido, pH 6,0
que contenia B-glicerofosfato 5 mM, Tween 20 0,005 %, manosa-6-fosfato 5 mM y NaNs 0,02 %) (10 VC), seguido
de 2 VC de EL al 100 %. La columna se re-equilibré con 3 VC de EQ.

Usando ELISA GALNS, se determind que el porcentaje de GALNS purificada que se unia al receptor de M6P era del
56 %.

Anédlisis de oligosacaridos totales por electroforesis capilar (CE). Para determinar el nivel de manosa-6-fosforilacion
en GALNS, se determind el perfil de hidratos de carbono ligados a N de los oligasacaridos totales de las GALNS por
electroforesis capilar (CE) como se describe en Ma et al., Anal. Chem. 71(22): 5185-5192, 1999. El método usoé
PNGasa F para escindir los oligosacaridos ligados a N de asparagina. Los oligosacaridos escindidos se aislaron y se
derivatizaron con colorante fluorescente, y se aplicaron a una columna giratoria G10 para retirar el exceso de
colorante. Los oligasacaridos purificados marcados con fluorescencia se separaron por electroforesis y los picos se
cuantificaron posteriormente usando el programa informatico MDQ-CE (32 Karat Ver. 7.0).

Usando este ensayo, las cantidades de oligasacaridos que contenian manosa 7 bis-fosforilada (BPM7), manosa 6
mono-fosforilada (MPM®6) y acido sidlico para la GALNS purificada fueron de 0,58 mol/mol de enzima, 0,08 mol/mol
de enzima y no detectable, respectivamente. Se estimd que el porcentaje de proteinas GALNS que contenian BPM7
era de 29 %.
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Caracterizacion de oligasacarido bis7. Se determiné la localizacion de oligasacaridos de manosa 7 bis-fosforilada
(BPM7) en la GALNS. El resto de asparagina (Asn) en la posicion 178 se N-glucosilé con BPM7. El resto de Asn en
la posicion 397 no se N-glucosil6 con BPM7, pero se observd que eran predominantemente azlcares de tipo
oligomanosa.

Afinidad con hidroxiapatita. Se desarrolld un modelo de hueso in vitro para determinar si la GALNS tenia la
capacidad de dirigirse a hueso. Se preparé una suspension de hidroxiapatita de calidad HTP-DNA 4 mg/ml (Bio-
RAD) y se equilibré en DBS + BSA 50 ug/ml, pH 7,4. La GALNS purificada, después de afiadir BSA 50 pg/ml, se
desalinizé6 en DBS, pH 7,4. La GALNS desalinizada, a una concentracion final de aproximadamente 2 mg/ml, se
diluyé en serie en DBS + BSA 50 ug/ml, pH 7,4, en una placa de 96 pocillos. Se transfirieron 50 ul de la GALNS
diluida en serie a una placa de filtro de 96 pocillos (Millipore n.° SGVN2210, PVDF hidrdfila, baja unién a proteina,
tamafio de poro 22 um). Se afadieron 50 pl de la suspension de hidroxiapatita a los pocillos de la placa de filtro que
contenia la GALNS diluida en serie y se incubd durante 1 hora a 37 °C con una leve agitacion. La placa se sometié a
filtracién por vacio.

Los sobrenadantes de la filtraciéon al vacio se analizaron con respecto a la actividad enzimatica de GALNS o por
HPLC como se ha descrito anteriormente. La GALNS purificada tenia una Kd para hidroxiapatita de 3-4,0 uM.

La linea celular G71S que expresaba el factor 1 de modificacion de sulfatasas (SUMF1) humano produce enzimas
sulfatasa lisosomales con cantidades mas altas de activacion (es decir, conversion del resto de cisteina en el sitio
activo en C,-formilglicina (FGly)).

Para determinar si la enzima sulfatasa lisosomal recombinante purificada (por ejemplo, la N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) humana) co-expresada con SUMF1 en células G71S mostraba una activacion aumentada, se
determiné la cantidad de conversion del resto de cisteina de sitio activo en FGly de la enzima sulfatasa lisosomal
purificada.

Activacién de GALNS. El porcentaje de activacion, es decir, el porcentaje de conversion del resto de cisteina (Cys)
del sitio activo en C,-formilglicina (FGly) de la GALNS se determiné por LC/MS (TFA). El valor de TIC/1000 para
Cys, FGly y Gly fue 39, 1840 y 183, respectivamente, indicando que aproximadamente el 90 % de la GALNS
purificada estaba en una forma activa (es decir, FGly).

Resumen. La Tabla 9 muestra un resumen de la caracterizacion de la GALNS recombinante expresada en células
del clon 4 de G71S. La Tabla 10 muestra un resumen de la caracterizaciéon de la GALNS recombinante expresada
en células del clon C2 de G71S.

Tabla 9: Caracterizacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana producida a partir del clon 4 de

G718

Categoria del ensayo GALNS
Actividad especifica: Actividad/Antigeno por ELISA 0,165 U/mg
Actividad especifica: Actividad/Proteina 7,7 U/mg
Pureza por C4-RP > 95 % (6 lotes ensayados)
Tamaiio por SEC 115 kDa (homodimero)
Estabilidad en suero a 37 °C 217 Horas
Absorcién: Condrocitos 4.9 nM
Absorcién: Fibroblastos 5,0 nM
Absorciéon: Osteoblastos 7,8 nM
Productividad 1,3 pg/célula/dia
Titulo 4,2 mg/l
Unién en placa al receptor de M6P 2.4 nM
Unién en columna al receptor de M6P: % de union 56 %
Contenido de M6P por CE: % de carbohidrato total 29 %
Contenido de M6P: mol M6P/mol GALNS 0,58
Contenido de acido sialico por CE 1%
Afinidad de hidroxiapatita 4 uM
Activacion: % de FGly 90 %
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Tabla 10: Caracterizacion de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana producida a partir del clon

G718

Categoria del ensayo GALNS
Actividad especifica: Actividad/Proteina 6,4 U/mg
Pureza por C4-RP 97 %
Tamaiio por SEC 115 kDa (homodimero)
Captacion: Fibroblastos 3,4 nM
Titulo 6,4 mg/l (4 lotes ensayados)
Unién en placa al receptor de M6P 5,7 nM
Contenido de M6P por CE: % de carbohidrato total 34,5%
Contenido de M6P: mol M6P/mol GALNS 0,69

Estos resultados demuestran que la GALNS humana recombinante purificada tiene un alto nivel de activacion, y
altos niveles de fosforilacion de manosa 6-fosfato. Por tanto, las células G71S que co-expresan SUMF1 y una
enzima sulfatasa lisosomal (es decir, GALNS) producen de un modo eficaz enzima sulfatasa lisosomal altamente
fosforilada. El nivel aumentado de restos de alto contenido en manosa en dichas enzimas sulfatasa lisosomales
conduce a una captacion aumentada por el MPR en las células.

Ejemplo VII

Absorcion y actividad de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante en condrocitos de
Morquio in vitro

Se evalud la captacion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante por lisosomas de
condrocitos de Morquio y la capacidad de GALNS para degradar queratan sulfato (QS) in vitro.

Los condrocitos de pacientes con Mucopolisacaridosis de tipo IVa (MPS IVa, Sindrome de Morquio) tienen una
actividad GALNS reducida y presentan acumulacion lisosomal de KS. Se establecio un modelo in vitro de MPS [Va
usando condrocitos aislados de biopsias de cresta iliaca de un paciente con MPS [Va. Sin embargo, los condrocitos
primarios, se desdiferencian y pierden sus caracteristicas de condrocitos en cultivo. Por lo tanto, las condiciones de
cultivo se establecieron para inducir diferenciacién de condrocitos in vitro.

Los condrocitos aislados de un paciente con MPS [IVa, denominado MQCH, se cultivaron en perlas de alginato en
presencia de IGF-1, TGF-B, transferrina, insulina y acido ascorbico (Medio de Cultivo de Condrocitos, Lonza n.° CC-
3225). El medio de cultivo se cambio dos veces por semana a lo largo de la duracion de los experimentos, de 6 a 15
semanas. Las condiciones de estos cultivos indujeron la expresion del fenotipo y la diferenciacién de los condrocitos.
Estas células MQCH expresaban marcadores de condrocitos, incluyendo la region determinante de sexo Y-box-9
(Sox 9), colageno I, colageno X, proteina de matriz oligomérica de cartilago y ARNm de agrecano, segun se midio
por analisis RT-PCR cuantitativo usando ARN aislado de cultivos de células MQCH. Estas células MQCH cultivadas
también elaboraron matriz extracelular.

Se realiz6 microscopia confocal para confirmar que las células MQCH acumulaban KS. Las células MQCH en un
cultivo de 8 semanas se tripsinizaron, se sometieron a la técnica de cytospin en portaobjetos de vidrio, se fijaron en
acetona y se congelaron hasta su uso. Después de descongelar, las células se rehidrataron y se tifieron usando,
como anticuerpos primarios y secundarias, un anticuerpo monoclonal anti-KS (Chemicon) y un anticuerpo anti-
conejo de cabra conjugado con Alexa-488 (verde), respectivamente. Las células MQ-CH presentaron una tincion
intracelular con puntos, coherente con la acumulacién lisosomal de KS.

Para determinar si la GALNS humana recombinante purificada podria absorberse por células MQCH en lisosomas y
degradar KS, se incubd un cultivo celular de MQCH de 6 semanas con GALNS humana recombinante 10 nM dos
veces a la semana durante 9 semanas. La absorcion de GALNS y la eliminacion de KS se midieron mediante
microscopia confocal. Los anticuerpos primarios usados fueron: (a) un anticuerpo policlonal de conejo anti-GALNS y
un anticuerpo monoclonal anti-Proteina-1 de Membrana Asociada a Lisosomas (LAMP-1), o (b) un anticuerpo
monoclonal anti-KS y un anticuerpo policlonal anti-LAMP-1. Los anticuerpos secundarios usados fueron: anticuerpos
conjugados con Alexa-488 (verde) para detectar anti-GALNS o anticuerpos anti-KS, o anticuerpos conjugados con
Alexa-555 o0 -594 (rojo) para detectar anticuerpos anti-LAMP-1. Las preparaciones de células MQCH se montaron en
medio de montaje que contenia DAPI, que tifie los nucleos.

Se observé una co-localizacion significativa de la enzima GALNS y KS con el marcador de lisosomas LAMP-1 en
células MQCH tratadas con GALNS. Después de la exposicion de MQCH a GALNS humana recombinante,
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disminuy6 la cantidad de KS intracelular.

La absorcion de GALNS también se midié usando un ELISA de captura enzimatica de GALNS y un ELISA de
actividad especifica de GALNS, ambos descritos en el Ejemplo IV anterior. Como control positivo se usaron
condrocitos normales humanos (NHKC), que expresan GALNS. Como se muestra en las Tablas 11y 12, las células
MQCH no tratadas no tuvieron una actividad o enzima GALNS detectable, mientras que las células MCQH tratadas
durante 9 semanas con GALNS 10 nM tuvieron una enzima y actividad GALNS significativa.

Tabla 11: ELISA de captura de enzima GALNS usando células MQCH
Células MQCH | NHKC
Sin tratamiento N.D.2 0,12°
GALNS 10 nM durante 9 semanas 3,99 0,88
No detectado: °ng de antigeno GALNS/ug de proteina total

Tabla 12: Ensayo de actividad especifica de GALNS usando células MQCH
Células MQCH | NHKC
Sin tratamiento N.D.2 2,76°
GALNS 10 nM durante 9 semanas 3,68 5,15

No detectado: actividad de GALNS/ng de antigeno

Estos resultados demuestran que la GALNS humana recombinante purificada es captada por los condrocitos de
Morquio en lisosomas y pueden degradar KS lisosomal in vitro. Estos condrocitos de Morquio son utiles como un
modelo de eficacia in vivo para ensayar enzimas sulfatasa lisosomales, tales como GALNS, que degradan KS.

Ejemplo IX

Actividad de enzimas lisosomales humanas recombinantes para degradar sustratos naturales en un ensayo in vitro
basado en células

Se desarrollaron ensayos in vitro basados en células para medir la actividad de enzimas lisosomales humanas
recombinantes, por ejemplo, enzimas sulfatasa lisosomales, para degradar sustratos naturales.

La actividad enzimatica de enzimas lisosomales humanas recombinantes, por ejemplo, enzimas sulfatasa
lisosomales, se mide tipicamente mediante un ensayo in vitro acelular usando un sustrato fluorogénico artificial
(véase el Ejemplo 4 en relacién con GALNS). Sin embargo, la actividad enzimatica medida depende del tamafio del
sustrato artificial, es decir, del nimero de unidades de monosacarido. Ademas, la actividad enzimatica se mide en un
medio que no refleja la situacion in vivo. Por tanto, el ensayo in vitro acelular no tiene en cuenta ni la capacidad de
las enzimas lisosomales para escindir sustratos naturales ni su capacidad de absorberse en células diana y
localizarse en lisosomas.

Se desarrollé un ensayo in vitro basado en células para medir la actividad de dos enzimas lisosomales humanas
recombinantes, la alfa-L-iduronidasa (IDU) y la arilsulfatasa B (ARSB), para degradar sus sustratos naturales, es
decir, sustratos que contenian dermatan sulfato (DS) intracelular. EI DS contiene unidades de disacarido de acido
idurénico B (1,3)-N-acetilgalactosamina B (1-4) sulfatadas de forma variable.

Se cultivaron células de fibroblasto humano GM01391 deficientes en IDU o células de fibroblasto humano GM00519
deficientes en ARSB hasta la confluencia en placas de 12 pocillos, y los cultivos se mantuvieron después de la
confluencia durante 3-6 semanas para permitir la acumulacion de DS intracelular.

Posteriormente, las células GM00519 o GM01391 después de la confluencia se expusieron a dosis saturantes de
ARSB humana recombinante (10 nM) o IDU humana recombinante (25 nM), respectivamente, durante 4-5 dias. Se
recogieron las células tratadas con la enzima sulfatasa lisosomal y no tratadas, se lisaron y se centrifugaron.

La actividad enzimatica lisosomal en los lisados celulares se midié determinando el contenido de DS residual de las
células mediante: (1) lisado de las células; (2) digestion especifica de sustratos que contenian DS en disacaridos
usando condroitin ABC liasa (EC 4.2.2.4) en el lisado celular; (3) marcado de disacaridos DS con un colorante
fluorescente (por ejemplo, 2-amino-acridona, AMAC); (4) separacion de los disacaridos DS (por ejemplo, por
electroforesis de zona capilar, CZE); y (5) deteccion de los disacaridos DS marcados (por ejemplo, mediante
fluorescencia inducida por laser, LIF). Dichos métodos se describen, por ejemplo, en Zinellu et al., Electrophoresis 2:
2439-2447, 2007, y Lamari et al., J. Chromatogr. B 730: 129-133, 1999 (revisado en Volpi et al., Electrophoresis 29:
3095-3106, 2008).

La Tabla 13 muestra el porcentaje de degradacion de DS usando células GM00519 tratadas con ARSB, determinado
por medicion de la cantidad de disacarido que contiene N-acetilgalactosamina-4-sulfato (disacarido 4S), que es el
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disacarido DS predominante. Se obtuvieron resultados similares usando células GM01391 tratadas con IDU.

Tabla 13: Agotamiento de DS por ARSB en un ensayo in vitro basado en células

Edad de las células (semanas) Células GM00519 ( % de degradacion)?
3 86
4 92
5 92
6 89
°El porcentaje de degradacion se calculé midiendo el area bajo la curva del disacarido 4S detectado en la
exploracién por CZE-LIF en lisados de células tratadas con ARSB en comparacién con células no tratadas.

El ensayo anterior indico que las células diana absorben ARSB e IDU humana recombinante que después se
localizan en lisosomas, donde degradan su sustrato natural, el DS intracelular.

Se realizé un experimento de busqueda de dosis para determinar la concentracién a la cual IDU se vuelve limitante
de la velocidad en este ensayo basado en células. Se cultivaron células GM01391 en placas de 12 pocillos. Al cabo
de 4 semanas después de la confluencia, las células se expusieron a diversas concentraciones de IDU, de 0,8 nM a
25 nM, durante 6 o 26 horas. Se prepararon lisados celulares y se procesaron como se ha descrito anteriormente.
Se determiné que la IDU no se volvia limitante de la velocidad por debajo de 1 nM.

En un segundo experimento de busqueda de dosis, se expusieron células GM01391 a las 3 semanas después de la
confluencia a diversas concentraciones de IDU, de 0,01 a 0,2 nM, durante 2 dias. Se prepararon lisados celulares y
se procesaron como se ha descrito anteriormente. En este experimento, se afiadié una cantidad conocida de un
monosacarido patrén interno, GIcNAc-6S a los lisados celulares para controlar la recuperacion durante el
procesamiento. Como se muestra en la Figura 13, se observé una disminucion dependiente de la dosis en la
cantidad de sustrato DS en las células GM01391 tratadas con IDU.

En un experimento de busqueda de dosis similar, se expusieron células GM00519 a las 3 semanas después de la
confluencia a diversas concentraciones de ARSB, de 0,001 a 0,06 nM, durante 5 dias. Se prepararon lisados
celulares y se procesaron como se ha descrito anteriormente. En este experimento se afiadié una cantidad conocida
de un monosacarido patrén interno, GIcNAc-6S, a los lisados celulares para controlar la recuperacion durante el
procesamiento. Como se muestra en la Figura 14, se observé una disminucion dependiente de las dosis en la
cantidad de sustrato DS en las células GM00519 tratadas con ARSB.

Se desarrollé6 un ensayo in vitro basado en células para medir la actividad de una enzima sulfatasa lisosomal
humana recombinante, GALNS, para degradar su sustrato natural, es decir, sustratos que contenian queratan
sulfato (KS) intracelular.

Se cultivaron células MQCH deficientes en GALNS como se describe en el Ejemplo 8 anterior y se trataron con
GALNS humana recombinante a 1 0 10 nM. Después del tratamiento, se prepararon lisados de células MQCH y se
digirieron con Queratanasa Il (EC 3.2.1), que degrada oligasacaridos KS mas grandes en disacaridos KS. Los
disacaridos KS se marcaron con AMAC, se separaron por CZE y se detectaron por LIF, como se describe
anteriormente en relacion con los disacaridos DS. Se anadid GIcNAc-6S, un monosacarido KS, a los lisados
celulares como patrén interno para controlar la recuperacion durante el procesamiento. Se midieron las cantidades
de dos disacaridos KS caracteristicos, Gal6S-GIcNAc6S y Gal-GIcNAc6S, y los datos obtenidos se corrigieron
mediante la cantidad de GIcNAc-6S recuperada. La Tabla 14 muestra el porcentaje de degradacion de KS usando
células MQCH tratadas con GALSN, determinado midiendo la cantidad de los dos disacaridos KS caracteristicos.

Tabla 14: Agotamiento de KS por GALNS en un ensayo in vitro basado en células

Gal6S-GIcNAc6S Gal-GIcNAc6S
GALNS 1 nM 85,72 8,5°
GALNS 10 nM 88,6 81,5

2PE| porcentaje de degradacion se calculd midiendo el area bajo la curva de Gal6S-GIcNAC6S y Gal-GIcNAc6S
detectados en la exploracion CZE-LIF en lisados de células tratadas con GALNS en comparacién con células
MQCH no tratadas, y ajustando el area bajo la curva de GIcNAc6S de control afiadido

El ensayo anterior indicé que las células diana absorben GLNS humana recombinante, que después se localiza en
lisosomas, donde la GALNS degrada su sustrato natural, el KS intracelular.

En su conjunto, estos resultados demostraron que la actividad de las enzimas lisosomales humanas recombinantes,
ARSB, IDU y GALNS, para degradar sus sustratos naturales puede medirse y cuantificarse en ensayos in vitro
basados en células. Debe apreciarse que este ensayo in vitro basado en células puede modificarse facilmente para
medir y cuantificar la actividad de otras enzimas sulfatasa lisosomales, asi como una amplia diversidad de enzimas
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lisosomales recombinantes.
Ejemplo X
Liberacion de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante en tejidos especificos

Se evalud la capacidad de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante, expresada en
células G71 vy purificada, de liberarse en tejidos especificos afectados por, o asociados con, una deficiencia de
GALNS después de su administracion en ratones.

La distribucién altamente especifica del queratan sulfato proporciona el fenotipo muy caracteristico de
Mucopolisacaridosis de Tipo IVa (MPS IVA) o Sindrome de Morquio. El queratan sulfato se encuentra principalmente
en el cartilago (placas de crecimiento 6seo de articulaciones, la valvula cardiaca, la laringe y el septo nasal) y en la
cornea, y son estos tejidos los que presentan acumulaciéon de queratan sulfato en pacientes con MPS IVA. Por tanto,
para la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS), que es deficiente en los pacientes MPS IVA o con Sindrome de
Morquio, es importante mostrar la liberacién de la enzima GALNS en la placa de crecimiento de huesos largos,
valvula cardiaca, coérnea, laringe y nariz. Para observar estos tejidos especificos, que son dianas poco
vascularizadas, se investigo la liberacion de una GALNS fluorescente en ratones.

Se ensayaron dos métodos de tincidon inmunohistoquimicos en ratones: (1) GALNS humana conjugada con Alexa
488 y (2) GALNS humana no conjugada. La conjugacion de GALNS humana con Alexa 488 se realiz6 usando el kit
de marcaje maleimida Cs Fluor 488 Alexa de Molecular Probes (A-10254). La quimica de conjugacion de maleimida
dio como resultado una proporcién de marcaje con respecto a proteina de 1:1.

Para confirmar que la etiqueta fluorescente no interferia con la absorcion de GALNS, se realizé un experimento de
inmunocitoquimica usando sinoviocitos cultivados (ATCC n.° CRL-1832). Se us6 un ensayo de captacion estandar
para comparar la GALNS no conjugada con la GALNS conjugada (GALNS-A488 o GALNS-A555). Las células se
incubaron con enzima GALNS durante 4 horas con una persecucion posterior con o-L-iduronidasa (IDU) durante 2
horas. Los resultados mostraron que la conjugacion con Alexa 488 no interferia con la absorcion celular. La Figura
15 muestra la Kd estimada para GALNS, GALNS-A488 y GALNS-A555. La absorcion se midi6 mediante ELISA
antigénico del lisado celular en lugar de actividad enzimatica debido al marcado inactivado de la enzima. Se
determiné que los valores de Kd de las enzimas GALNS conjugada y no conjugada eran aproximadamente iguales.

Para determinar la estabilidad de la etiqueta fluorescente una vez que la enzima GALNS se habia incorporado en la
célula, se realizé inmunotincion en GALNS conjugada o no conjugada. El anticuerpo primario usado para la tincion
fue un anticuerpo anti-GALNS de conejo purificado con proteina G a una concentracion de 1 pg/ml. Todas las
imagenes se tomaron en un microscopio epi fluorescente de campo amplio Leica IRE2 usando el programa
informatico MetaMorph. Se requirio la desconvolucion de los apilados de imagenes para medir la co-localizacion en
estas imagenes debido a la presencia de luz fuera de plano. La desconvolucion se realizé usando un programa
informatico de visualizacion AutoQuant/AutoDeblur usando una funcion de dispersion de punto tedrica (algoritmo
enmascarado).

La inmunotincién mostré un solapamiento bastante bueno con la sefial que se amplificd sobre el material GALNS-
A488. El aumento observado en la sensibilidad se debia al anticuerpo primario y secundario, ambos policlonales.

Para determinar si la enzima GALNS se dirigia al lisosoma, se realiz6 la inmunotincion de los sinoviocitos cultivados
con Lysotrackter de Molecular Probes u otra enzima que se localiza en el lisosoma. El Lysotrackter parecia mostrar
algun solapamiento con la enzima GALNS-488; sin embargo, la tincién no fue uniforme. Una persecucion de 2 h con
N-acetilgalactosamina-4-sulfatasa humana recombinante (rhASB), una enzima lisosomal, mostré6 alguna co-
localizacion con GALNS.

Los experimentos anteriores mostraron que la enzima GALNS-A488 es captada por las células y se localiza en el
lisosoma, y que puede usarse para determinar la biodistribucion in vivo.

Se realizaron dos estudios in vivo. Un primer estudio piloto fue una inyeccién en embolada de una sola dosis (10
mg/kg) en la vena de la cola de ratones Balb/c normales, seguida de un segundo estudio con inyecciones multiples
(5) un dia si y otro no de 10 mg/kg en la vena de la cola de ratones Balb/c normales. La Tabla 15 y la Tabla 16
describen los planos experimentales para el primer y segundo estudio, respectivamente.

Tabla 15: Disefio experimental del primer estudio piloto

Grupo Total | Punto de tiempo 2 h | Punto de tiempo 24 h
Control PBS 4 2 2
GALNS-A488 4 2 2
GALNS no marcada 4 2 2
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Grupo Total | Punto de tiempo 2 h | Punto de tiempo 24 h
ASB marcada 1 1 0

Tabla 16: Disefio experimental del segundo estudio

Grupo Total | Punto de tiempo 2 h | Punto de tiempo 4 h | Punto de tiempo 8 h
Control PBS 2 1 0 1
Control PBS/Cys 4 2 0 2
GALNS-A488 9 3 3 3
GALNS no marcada 6 3 0 3
ASB marcada 3 2 0 1

En el primer estudio piloto se recogieron el corazon, el higado y la articulaciéon de la tibia/fémur a las 2 horas y 24
horas. En el segundo estudio, se recogieron el corazon, el rifidn, el higado y el hueso con cuadriceps y sdéleo al cabo
de 2 horas, 4 horas y 8 horas. Para ambos estudios, el corazon, el rifion y el higado se fijaron por inmersién
paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 4 dias, se embebieron en parafina y después se seccionaron a un grosor de
7 um. El hueso, incluyendo el musculo en el segundo estudio, se fijé por inmersion en PFA al 4 % durante 8 dias, se
descalcificd, se embebid en parafina y se seccioné a un grosor de 7 um.

Se tomaron imagenes de los ratones inyectados con GALNS-A488 en un microscopio confocal de barrido laser
Zeiss. Para el analisis en el primer estudio piloto, se adquirié una pila confocal por muestra para la valvula cardiaca e
higado y se uso6 para el analisis volumétrico. Se adquirieron dos pilas confocales/muestra para placa de crecimiento
y se usaron para el analisis volumétrico. En el segundo estudio, se adquirié una pila confocal/muestra para la valvula
cardiaca, rifion e higado y se uso para el analisis volumétrico; se adquirieron dos pilas confocales/muestra para la
placa de crecimiento y zona de cartilago de apoyo (zrc) y se usaron para el analisis volumétrico.

Las conclusiones de los estudios de imagenes de microscopia confocal fueron: (1) fue posible detectar GALNS
fluorescente in vivo; (2) la sefal fue especifica (ausencia de efecto de fondo) y la localizacion fue lisosomal; (3) la
presencia de GALNS se demostré en las células sinusoidales en el higado; (5) en el corazén, la enzima GALNS
estaba presente en el septo y en la auricula, pero lo mas importante es que era claramente visible a nivel de la
valvula cardiaca, donde estaba mas profundamente distribuida después de mudiltiples inyecciones; (6) en la
articulacion fémur/tibia, la enzima GALNS estaba presente en la parte mineralizada del hueso (epifisis), asi como en
la médula. GALNS estaba presente en la placa de crecimiento. Mas particularmente, GALNS era abundante en los
condrocitos de la zona de apoyo (o zona de cartilago de reserva), estaba presente en el inicio de la zona
proliferativa, y reaparecia de manera abundante en la zona de osificacion en el extremo de la placa de crecimiento.
Aunque es dificil cuantificar el efecto acumulativo de inyecciones mudltiples, el segundo estudio parecia presentar
una distribucion mas amplia. La Tabla 17 muestra un resumen de los estudios de imagenes con microscopia
confocal.

Tabla 17: Biodistribucion de GALNS en ratones

Tejido Localizacion
Hueso (Fémur)
Region mineralizada Si
Médula 6sea Si
Placa de crecimiento Si
Corazon
Valvula cardiaca Si
Auricula Si
Septo Si
Higado
Hepatocito No
Célula sinusoidal Si

Para la segunda tincion, la etapa inicial fue la optimizacion del anticuerpo primario de GALNS. Diversos tejidos se
tifieron con diluciones de 1:100 a 1:400 con el anticuerpo anti-GALNS de conejo purificado con proteina G. Los
resultados en el primer estudio piloto indicaron que una dilucién de 1:100 era 6ptima para una alta proporciéon entre
sefial e interferencias. Este resultado se confirmé en el segundo estudio. Los portaobjetos restantes se procesaron a
una dilucidn de anticuerpo primario de 1:100 y a una dilucién de anticuerpo secundario de 1:1000.

La sefal para ratones Balb/c dosificados con GALNS tuvo una sefal por encima del control (es decir, ratones

dosificados con PBS-Cys) cuando se tifié con el anticuerpo anti-GALNS purificado con proteina G. Para confirmar
que la enzima GALNS se localizaba en el lisosoma, las secciones se tifieron con un anticuerpo anti-LAMP1. LAMP1
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es un marcador para lisosomas. Las imagenes mostraron solapamiento entre los anticuerpos anti-LAMP1 y anti-
GALNS, indicando que la enzima GALNS estaba localizada en el lisosoma.

En su conjunto, los dos estudios in vivo indican que la biodistribucion de GALNS esta relacionada con la
vascularizacion, es decir, cuanto mas vascularizados estén los tejidos mas sefiales fluorescentes contienen. Lo que
es mas importante, los estudios demuestran la presencia de GALNS en los sitios de acumulaciéon de queratan
sulfato en el Sindrome de Morquio, aunque estos sitios estén poco vascularizados.

Ejemplo XI
Formulaciones de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana

El objetivo fue investigar el efecto de varios excipientes, por ejemplo, tampones, agentes de isotonicidad y
estabilizantes, sobre la actividad y estructura de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana
recombinante en formulaciones de la invencion.

La enzima GALNS se preparé como se describe en el Ejemplo V.
La enzima GALNS se caracterizé como se describe en el Ejemplo VII.

En el Ejemplo V, la enzima GALNS humana recombinante, purificada, se formulé en NaOAc/HOAc 10 mM, NaH;PO,
1 mM, NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,005 % o 0,01 % a pH 5,5. Se observé que después de conservacion en un
tampon fosfato de baja concentracion, se producia la desfosforilacion de la enzima GALNS. Por consiguiente, la
concentracion del tampoén fosfato se aumenté a NaH,PO4 100 mM. Después de conservacion en el tampoén fosfato a
alta concentracion, no se observd desfoforilacion significativa de la enzima GALNS. Sin embargo, se observaron
agregados solubles de GALNS después de conservacion a 5 °C, 25 °C o 40 °C, y se observaron agregados
insolubles de GALNS después de conservacion a 40 °C.

En un primer estudio se evalué el efecto de la concentracion estabilizadora y del pH sobre la estabilidad de GALNS
recombinante. La enzima GALNS recombinante purificada se formulé en NaOAc/HOAc 20 mM, NaH,PO4 50 mM,
Tween-20 al 0,01 % y sacarosa al 4 % o sorbitol al 2 %. Estabilizantes ensayados: clorhidrato de arginina (HCI
arginina) 15 mM o 30 mM; y NaCl 15 mM o 30 mM. pH ensayado: 5,0, 5,4 y 5,8. Se determind que las formulaciones
a pH 5,8 variaban de pH 5,8 a 6,0. Después de conservar las formulaciones de enzima durante hasta 2 meses a 5
°C, 25°C 040 °C, la enzima GALNS se analizé usando diversos ensayos descritos en el Ejemplo VI.

La formacién de agregados solubles en las diversas formulaciones se determiné por perfil de la enzima GALNS
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento - cromatografia de exclusién por tamafio, (SEC-HPLC). La
presencia de HCL arginina tanto a 15 mM como a 30 mM suprimid el crecimiento de agregados solubles
determinado por SEC-HPLC (Figura 16).

La estabilidad de la actividad de la enzima GALNS en las formulaciones se midié utilizando el ensayo de actividad
enzimatica in vitro. A 5 °C, la actividad de la enzima GALNS era estable en presencia de HCI arginina o NaCl; a 25
°C, la actividad de la enzima GALNS disminuyd ligeramente en presencia de HCI Arginina o NaCl; y a 40 °C, la
actividad de la enzima GALNS en formulaciones que contenian NaCl mostro la estabilidad mas baja (Figura 17).

La desfosforilacion de la enzima GALNS en las formulaciones se investigd midiendo el porcentaje de manosa 7 bis-
fosforilada (BPM7) por electroforesis capilar (CE) después de digestion de la enzima con PNGasa F para escindir los
oligosacaridos ligados a N de la asparagina. Después de 2 meses a 5 °C, 25 °C o0 40 °C, la enzima GALNS en todas
las formulaciones enzimaticas tenian un perfil de glucosilaciéon en términos de % de BPM7 que era comparable al del
perfil de glucosilacion de un lote de referencia de GALNS que se uso en la formulacion clinica de fase | (Figura 18).

La pureza de la enzima GALNS en las formulaciones se determind por perfil de la enzima mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento con fase inversa (RP-HPLC). Después de 2 meses a 5 °C o a 25 °C, ninguna de las
formulaciones presentd ninglin cambio de area de pico; a 40 °C, las formulaciones que contenian HCI Arginina a pH
5,0 y pH 5,4 tampoco mostraron ningiin cambio en el area pico, pero las formulaciones que contenian NaCl a pH 5,0
y pH 5,4 y todas las formulaciones a pH 5,8 mostraron una disminucion en el area de pico (Figura 19). En los
cromatogramas RP-HPLC, se observd un margen post-pico en las formulaciones. La formulacion de GALNS que
contenia HCI Arginina 30 mM mostré un margen post-pico menos prominente.

Ejemplo XII
Formulaciones ejemplares de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana
El siguiente ejemplo proporciona una orientacion sobre los parametros a usar para formular composiciones que

comprenden N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, recombinante o fragmentos, mutantes, variantes
0 analogos de la misma biolégicamente activos, que son utiles para el tratamiento del Sindrome de Morquio o MPS
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IVa. Los parametros usados para formular las composiciones GALNS de la invencién incluyen, pero sin limitacion,
agentes tampon para mantener el pH, agentes de ajuste de isotonicidad, ausencia o presencia de estabilizantes, y
ausencia o presencia de otros excipientes, vehiculos, diluyentes y similares.

En el Ejemplo Xl, la GALNS recombinante se formulé a una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml. Una
GALNS preferida se formulé a una concentracion que variaba de aproximadamente 0,1 a 10 mg/ml, preferentemente
de aproximadamente 0,5 a 5 mg/ml, y mas preferentemente de aproximadamente 0,5 a 1,5 mg/ml. En una
realizacion, una formulaciéon de la composicién GALNS de la invencién tenia una concentracion de enzima GALNS
de aproximadamente 1 +/- 0,5 mg/ml.

En el Ejemplo Xl, la enzima GALNS recombinante se formulé en NaOAc/HOAc 20 mM, NaH,PO, 50 mM, a pH 5,0,
5,4y 5,8. Un agente tampon preferido es NaOAc/HOAC, o su equivalente, y NaH2PO,4 o su equivalente, variando la
concentracion de NaOAc/HOAc de aproximadamente 5 a 100 mM, preferentemente de aproximadamente 5 a 50 mM
y mas preferentemente de aproximadamente 10 a 30 mM, y variando la concentracion de NaH;PO. de
aproximadamente 5 a 100 mM, preferentemente de aproximadamente 25 a 100 mM y mas preferentemente de
aproximadamente 25 a 75 mM. En una realizacion ejemplar, una formulacion de la composicién GALNS de la
invencion tiene una concentracion de tampén NaOAc/HOAc de aproximadamente 20 +/- 10 mM y una concentracion
de tampdn NaH,PO4 de aproximadamente 50 +/- 25 mM.

Un pH preferido de la formulacién es de aproximadamente pH 4,5-6,5, preferentemente aproximadamente pH 5,0-
6,0 y mas preferentemente aproximadamente pH 5,0-5,8. En una realizacion, una formulacién de la composicion
GALNS de la invencién tiene un pH de aproximadamente pH 5,4 +/- 0,4.

En el Ejemplo XI, la enzima GALNS recombinante se formulé en HCI Arginina o NaCl 15 mM o 30 mM. Un agente
estabilizante preferido es HCI Arginina o su equivalente, con una concentracion que varia de aproximadamente 5 a
200 nM, preferentemente de aproximadamente 10 a 100 mM, y mas preferentemente de aproximadamente 10 a 50
mM. En una realizacion ejemplar, una formulacién de la composicion GALNS de la invenciéon tiene una
concentracion de HCI Arginina de aproximadamente 30 +/- 20 mM.

En el EJEMPLO XI, la enzima GALNS recombinante se formulé en Tween-20 al 0,01 %. Un agente estabilizante
preferido es Tween-20 (también conocido como Polisorbato-20) o su equivalente, con una concentracion que varia
de aproximadamente 0,001 a 1,0 % (p/v), preferentemente de aproximadamente 0,005 a 0,2 % (p/v), y mas
preferentemente de aproximadamente 0,005 a 0,015 % (p/v). En una realizacién, una formulacion de la composicion
GALNS de la invencion tiene una concentracion Tween-20 de aproximadamente 0,01 % +/- 0,005 % (p/v).

En el Ejemplo Xl, la enzima GALNS recombinante se formul6 en sacarosa al 4 % o sorbitol al 2%. Un
estabilizante/crioprotector/agente de tonicidad preferido es el sorbitol, o su equivalente, con una concentracion que
varia de aproximadamente 0,1 al 10 % (p/v), preferentemente de aproximadamente 0,5 a 5% (p/v), y mas
preferentemente de aproximadamente 1,0 a 3,0 % (p/v). Una formulacion ejemplar de las composiciones GALNS de
la invencion tiene una concentracion de sorbitol de aproximadamente 2,0 % +/- 1,0 % (p/v).

Por consiguiente, una formulacién ejemplar de las composiciones de la enzima GALNS de la invenciéon se muestra
en la Tabla 18.

Tabla 18: Formulaciones ejemplares de GALNS humana recombinante

Clase de ingrediente Tipo de ingrediente Intervalo de Concentracion
Sustancia activa GALNS humana recombinant e 1,0 +/- 0,5 mg/ml
Agente Tampon NaOAc/HOAc Acetato de Sodio, 20 mM +/- 10 mM (2,72 mg/ml +/- 1,36
Trihidrato* mg/ml)y pH 5,4 +/- 0,4
Agente tampon NaH,PO4 Fosfato de Sodio, 50 mM +/- 25 mM (6,90 mg/ml +/- 3,45
Monohidrato Monobasico mg/ml)
Estabilizante HCI Arginina 30 mM +/- 20 mM (6,32 mg/ml +/- 4,11
mg/ml)
Estabilizante Tween-20 0,01 % (p/v) +/- 0,005 % (w/v) (0,1 mg/ml
+/- 0,05 mg/ml)
Estabilizante, Crioprotector y Sorbitol 2,0 % (p/v) +/- 1,0 % (w/v) (20 mg/ml +/-
Agente de tonicidad 10 mg/ml)
*el pH se ajusta por titulacion con acido acético glacial (HOAc) o con hidréxido de sodio (NaOH) 1 N

Ejemplo XIlI

Efectos de la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, recombinante, y de otras enzimas sulfatasas
lisosomales en ratones deficientes en actividad de enzima sulfatasa lisosomal
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Se evaluaron los efectos de las enzimas sulfatasas lisosomales humanas altamente fosforiladas activas de la
invencion, por ejemplo, la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante, en ratones deficientes
en actividad de enzima sulfatasa lisosomal.

La proteina GALNS humana recombinante se expres6 en células G71S y se purificd. Otras enzimas sulfatasas
lisosomales humanas recombinantes pueden expresarse y purificarse basicamente de acuerdo con métodos
descritos en el presente documento o procedimientos conocidos en la técnica.

Se han descrito diversos modelos de ratéon de deficiencia de enzima sulfatasa lisosomal humana, incluyendo:
Leucodistrofia metacromatica (MLD) (deficiencia de arilsulfatasa A), (Hess et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:
14821-14826, 1996), Mucopolisacaridosis de tipo VI (MPS VI) o sindrome de Maroteaux-Lamy (deficiencia de
arilsulfatasa B) (Evers et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 8214-8219, 1996), Mucopolisacaridosis de tipo Il (MPS
II) o sindrome de Hunter (deficiencia de iduronato-2-sulfatasa) (Muenzer et al., Acta Paediatr. Suppl. 91(439): 98-99,
2002; Cardone et al., Hum. Mol. Genet. 15: 1225-1236, 2006), Mucopolisacaridosis de tipo Illa (MPS llla) o sindrome
de Sanfilippo A (deficiencia de sulfamidasa/heparan-N-sulfatasa) (Bhaumik ef al., Glycobiology 9(12): 1389-1396,
1999), Mucopolisacaridosis de tipo IVa (MPS IVa) o sindrome de Morquio A (deficiencia de N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa) (Tomatsu et al, Hum. Mol. Genet. 12: 3349-3358, 2003), y Deficiencia de Sulfatasa Multiple (MSD)
(deficiencia de factor de modificacion 1 de sulfatasas) (Settembre et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104: 4506-4511,
2007). Ya se habia descrito un modelo de ratén de Mucopolisacaridosis de tipo llld (MPS llid) o sindrome de
Sanfilippo D (deficiencia de N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa).

Pueden usarse modelos de raton de deficiencia de enzima sulfatasa lisosomal humana para evaluar si es factible la
terapia de reemplazo enzimatico (ERT) como un medio para tratar trastornos por depésito lisosomal. Por ejemplo,
ratones knock-out MPS [Va (ratones GALNS'/'; Tomatsu et al., Hum. Mol. Genet. 12: 3349-3358, 2003) no tienen
actividad enzimatica GALNS detectable y presentan aumento de glucosaminoglucanos (GAG) en la orina, es decir,
queratin sulfato y condroitin-6-sulfato, y acumulacion de GAG en tejidos y 6érganos multiples, por ejemplo, higado,
rifndn, bazo, corazén, cerebro, médula 6sea y cartilago. Sin embargo, los ratones GALNS™ no presentan anomalias
esqueléticas asociadas a la enfermedad humana. Se desarrollé otro modelo de ratén MPS [Va que expresaba una
GALNS humana inactiva y una GALNS de raton enddégena inactiva, mutada (ratones GALNS™"C795mC76S)sl.
Tomatsu et al., Hum. Mol. Genet. 14: 3321-3335, 2005). En los ratones GALNS™®¢795mC769)sl - que no tenian
actividad enzimatica GALS detectable, aumentd la excrecion de GAG urinaria, GAG se acumulaba en tejidos
multiples, incluyendo érganos viscerales, cerebro, cérnea, hueso, ligamientos y médula ésea, el depdsito lisosomal
era notable en tejidos mudltiples y el depdsito 6seo era evidente. Las alteraciones patolégicas en ratones
GALNSMC795mCr6s)si 54 diferentes de las observadas en ratones GALNS™. Sin embargo, al igual que los ratones
GALNS”, los ratones GALNS™RCT9SmCT6)sli nG presentan anomalias esqueléticas asociadas a la enfermedad
humana. Por tanto, los ratones GALNS™ o GALNS™"C795mC768)ski  eden usarse para investigar el efecto de la
administracion de la GALNS humana recombinante sobre el aumento de GAG en orina y la acumulacion de GAG en
los tejidos.

Ratones de cuatro semanas de vida, GALNS”, GALNS™"C798mC76S)slt o §e tipo silvestre recibieron inyecciones
semanales intravenosas (n = al menos 6 u 8 por grupo) de diversas dosis de GALNS humana recombinante (por
ejemplo, 0,1, 0,3, 1,3, 10 mg/kg) o un control con vehiculo durante 16-20 semanas de vida y después se sacrificaron
para su examen histoldgico. Se recogio la orina de los ratones y se determiné la excrecion de GAG en orina, como
se describe en (Tomatsu et al., Hum. Mol. Genet. 12: 3349-3358, 2003). El examen patolégico de diversos tejidos se
realizé como se describe en (Tomatsu et al., Hum. Mol. Genet. 12: 3349-3358, 2003).

Usando los ratones GALNS” o GALNS™C79SmC7eS)si ga esperaba que la GALNS humana recombinante de la
invencion demostrase su capacidad para reducir: (1) la excrecion de GAG urinaria; (2) la acumulacién de GAG en
tejidos multiples, por ejemplo, érganos viscerales, cerebro, cornea, hueso, ligamento y médula ésea; (3) depdsito
lisosomal en tejidos mdltiples; y (4) deposito 6seo.

El efecto de la GALNS humana recombinante se investigdé en un modelo de ratén de Deficiencia Multiple de
Sulfatasa (MSD) (ratones SUMF1”; Settembre et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104: 4506-4511, 2007). Dado que
los ratones SUMF1” presentan frecuente mortalidad precoz en vida, las inyecciones de estos ratones con GALNS
humana recombinante se inicié antes de lo que se describe anteriormente para ratones GALNS”,

Siguiendo los procedimientos conocidos en la técnica, se investigaron los efectos de otras enzimas sulfatasas
lisosomales humanas recombinantes, es decir, arilsulfatasa A, arisulfatasa B, iduronato-2-sulfatasa,
sulfamidasa/heparan-N-sulfatasa y N-acetiglucosamina-6-sulfatasa, en modelos de ratéon de MLD (ratones ASA™;
Hess et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 14821-14826, 1996), MPS VI (ratones As1-s'/'; Evers et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93: 8214-8219, 1996), MPS Il (ratones idsy/; Cardone et al., Hum. Mol. Genet. 15: 1225-1236, 2006),
MPS llla (Bhaumik et al., Glycobiology 9(12):1389-1396, 1999) y MSD (ratones SUMF1”; Settembre et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 104: 4506-4511, 2007).
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Ejemplo XIV

Tratamiento de pacientes humanos que padecen Mucopolisacaridosis de Tipo IVA (o Sindrome de Morquio) u otras
deficiencias de enzimas sulfatasas lisosomales, con N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana
recombinante y otras enzimas sulfatasa lisosomales.

Pacientes humanos que manifiestan un fenotipo clinico de deficiencia de enzima sulfatasa lisosomal, tales como
pacientes diagnosticados con Mucopolisacaridosis de Tipo IVA (MPS IVa o Sindrome de Morquio), se contemplan
para terapia de reemplazo enzimatico con la enzima recombinante, es decir, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa
(GALNS) humana. Todos los pacientes que padecen una deficiencia enzimatica sulfatasa lisosomal manifiestan
algun indicio clinico de acumulacion excesiva o dafiina en tejido blando y visceral de material de depdsito en sus
lisosomas, manifestado por diversos grados de deterioro funcional o empeoramiento del estado de salud asociado a
una enfermedad por depésito lisosomal particular. Todos los pacientes con MPS Va manifiestan algun indicio clinico
de deformidad ésea, baja estatura y una forma de andar anémala, y/o acumulacioén de glucosaminoglucano (GAG)
en la sangre u orina, con diversos grados de disfuncion funcional.

Preferentemente, en un paciente que padece una deficiencia de enzima sulfatasa lisosomal, los niveles enzimaticos
se monitorizan para confirmar la ausencia o actividad reducida de la enzima sulfatasa lisosomal en sus tejidos. Los
pacientes con menos de 10 %, preferentemente menos de 5 %, mas preferentemente menos de 2 %, e incluso mas
preferentemente menos de 1 % de la actividad enzimatica lisosomal en un sujeto de otra manera normal, son
candidatos adecuados para el tratamiento con la enzima sulfatasa lisosomal apropiada. Pueden recopilarse datos
para determinar la actividad enzimatica sulfatasa lisosomal de los pacientes antes, durante y después de la terapia.

La eficacia se determina midiendo el porcentaje de reduccion en la excrecion urinaria del sustrato, es decir,
glucosaminoglucano (GAG) de la enzima sulfatasa lisosomal a lo largo del tiempo. Los niveles de GAG urinarios en
pacientes que padecen una deficiencia de enzima sulfatasa lisosomal se comparan con niveles de excrecion
normales y/o con niveles de pacientes no tratados que padecen la misma eficiencia enzimatica sulfatasa lisosomal
y/o con niveles en el mismo paciente antes de terapia con la enzima sulfatasa lisosomal. Una reduccion mayor del
25 %, preferentemente mayor del 50 %, en la excrecion de GAG degradados después de terapia con la enzima
sulfatasa lisosomal, es un medio valido para medir la respuesta de un individuo a la terapia.

La eficacia también puede determinarse de acuerdo con los signos y sintomas reducidos de patologia asociados con
la enfermedad por depdésito lisosomal. La eficacia puede determinarse por biopsia tisular y examen de células y/o
lisosomas para determinar el grado al cual se han reducido los GAG en los lisosomas, células o tejidos. La eficacia
puede determinarse por evaluaciones funcionales, que pueden ser objetivas o subjetivas (por ejemplo, reduccion del
dolor o dificultad en funcion, aumento de la fuerza o vigor muscular, aumento del gasto cardiaco, resistencia al
ejercicio, cambios en la masa corporal, peso o aspecto y similares).

Una composicion farmacéutica comprende la GALNS humana recombinante, expresada en células G71S vy
purificada, y formulada de acuerdo con los procedimientos conocidos en la técnica. Se prefiere administrar las
composiciones farmacéuticas de la invencion por via intravenosa.

El disefio basico de un estudio clinico inicial para investigar el efecto de la administracion de la GALNS humana
recombinante en pacientes con MPS |Va, implica un estudio de seguridad/eficacia, sin ocultacion, con aumento
escalonado de la dosis, donde diversas dosis de enzima se administran por via intravenosa a los pacientes a un
intervalo fijo, por ejemplo y sin limitacion, inyecciones semanales de la enzima.

Para pacientes con MPS [Va, la eficacia se determina midiendo, por ejemplo, la disminucion de GAG en sangre u
orina, que probablemente se observa al cabo de semanas de ERT, el aumento de resistencia en ensayos de funcion
cardiaca, pulmonar y/o motora, que probablemente se observa al cabo de meses de ERT, y/o cambios esqueléticos
y/o crecimiento corporal, que probablemente se observa al cabo de afios de ERT.

Las mediciones de GAG en la orina son utiles para establecer un régimen de dosificacion apropiado, asi como para
determinar la eficacia, midiendo el porcentaje de reduccion de excrecion de GAG en la orina a lo largo del tiempo.

Puede emplearse una serie de ensayos de resistencia, incluyendo, por ejemplo y sin limitacion, ensayos de recorrido
(distancia recorrida en 6 o 12 minutos), de subir escaleras (escalones por minuto) y de funcion pulmonar/respiratoria,
incluyendo funcién cardiaca (ECG, ecocardiograma), funcién pulmonar (FVC, FEV4, flujo maximo).

Para pacientes mas jovenes que se someten a tratamiento durante periodos de tiempo prolongados, puede medirse
el crecimiento (altura).

Las enfermedades por depésito lisosomal asociadas a deficiencia en actividad enzimatica sulfatasa lisosomal que
pueden tratarse o prevenirse usando los métodos de la presente invencion son: Leucodistrofia Metacromatica
(MLD), Mucopolisacaridosis de tipo VI (MPS VI) o sindrome de Maroteaux-Lamy, Mucopolisacaridosis de tipo Il
(MPS 1) o sindrome de Hunter, Mucopolisacaridosis de tipo llla (MPS llla) o sindrome de Sanfilippo A,
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Mucopolisacaridosis de tipo Illd (MPS Illd) o sindrome de Sanfilippo D, Mucopolisacaridosis de tipo IVa (MPS IVa) o
sindrome de Morquio A, o Deficiencia Multiple de Sulfatasa (MSD). Para cada enfermedad por depésito lisosomal, la
enzima sulfatasa lisosomal recombinante comprenderia una enzima sulfatasa lisosomal especifica.

Para los métodos que implican MLD, la enzima sulfatasa lisosomal preferida es la arilsulfatasa A. Para los métodos
que implican MPS VI, la enzima sulfatasa lisosomal preferida es la arilsulfatasa B. Para los métodos que implican
MPS Il, la enzima sulfatasa lisosomal preferida es iduronato-2-sulfatasa. Para los métodos que implican MPS llIA, la
enzima sulfatasa lisosomal preferida es sulfamidasa/heparan-N-sulfatasa. Para los métodos que implican MPS 1D,
la enzima sulfatasa lisosomal preferida es la N-acetilglucosamina-6-sulfatasa. Para métodos que implican MPS IVA,
la enzima sulfatasa lisosomal preferida es la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa. Para métodos que implican MSD, la
enzima sulfatasa lisosomal preferida es la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa.
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gotggtgtgt
gctgtgtgga
gggttcttge
tcaccgatac
gcactcaaag
gataaagcag
tgectatgaa
agaggctgag
gaccaatatt
ctggagacac
ccatgtgteo
ggaagctgag
caacaaactg
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tggttatggc
tgttcatcat
agtgaagaaa

tgcteggage

cgaccgectg
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gcggcaggga
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gatggggaag
gtcagtaata
aagtttggecg
caacaggcag
ccagaagyggc
tggaatgatg
tgggaataca
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ggtgaggaty
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tctgttgaag
ggtggatect

cagaacacac

cccaccatgg
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ES 2616263713

Ile

Ala

Glu

230

Trp

Gln

Thr

Ile

His

310

Asp

Tyrx

Ala

asp

Leu

val
215

Trp

Gly

Gly

Ala

val

295

Ser

Arg

Arg

Ser

His

200

Ala

Glu

Asn

Glu

Prg

280

Gly

Val

Val

Tyr

Asn
360

aArg

Tyr

Tyr

Lys

Phe

265

Val

Asn

Glu

Lys

Arg

345

Len

Pro

Cys

Ser

Leu

250

Pro

Asp

Ala

Glu

Lys

330

Cys

Gly

Asp

Thr

Cysg

235

Gln

val

Ala

Trp

Thr

315

Gly

Ala

Phe

His

Trp

220

Arg

Pro

Thr

Phe

Glu

300

Leu

Gly

Ala

Arg

Pro

205

Ala

Gly

Lys

Asn

Pro

285

Trp

Asn

Ser

Arg

Cys
365

val

Gly

Gly

Gly

Thr

270

Pro

Thr

Pro

Tyr

Ser

350

Ala

Leu

Lys

Leu

Gln

255

Gly

Asn

Ser

Lys

Met

335

Gln

Ala

atggecggogg ttgtogogge gacgagghbgg tggcagcectgt tgetggtgcet cagocgocgeg

63

His

Arg

His

240

His

Glu

Gly

Asp

Gly

320

Cys

Asn

Asp

60



10

<210>
<211>
<212>

<213> Homo sapiens

<220>

gggatggggg
atgggatggg
cggatggctg
ccatcgaggg
aacgcceatg
gagecagctce
tggcatctgg
ggatcceocca
tacagggact
ggggaagcca
gcacggceacc
gcetccaaac
attgatgaca
accttegtct
ggcagcaacy
cctgeeecteg
ageatcatgg
agggccattg
cctatcttct
cacttctgga
dJoggcagaacy
atetteacace
taccaggagy
coogogoage
tgtgaaaagt

tcccactag

4
522
PRT

coctegggege
gtgacctegg
cagaagggct
cggeactgct
ccagaaacgc
tgeceggaget
gtcacaggcc
actgccactt
gggagatggt
acctcaccca
accectttet
cettettggy
gcattgggaa
tcttcacgtc
goccetttet
catggtggece
acctetteac
atggcctcaa
attaccgtgyg
cctggaccaa
tttcaggggt
tgggacggga
coctcageag
cocagetcoaa

tagggaagtyg

<221> MISC_FEATURE
<223> Secuencia de polipéptidos de N-Acetilgalactosamina-6-Sulfatasa (GALNS) humana

<400>

4

ES 2616263713

cccgoagcooa
ggtgtatgga
gcttttoceca
cacaggacgyg
ctacacaccg
tctgaagaag
ccagtteccac
tggaccttat
tggcagatat
gatctacetg
cctetactgg
caccagtcag
gatactggag
ggacaacgge
gtgtgggaag
agggcacgte
caccagectg
cctectecee
cgacacgcetyg
ctcctgggag
cacaactcac
cccaggggag
gatcaccteg
cgtgtgeaac

tctgacacct

cccaacatec
gageceectcca
aacttctatt
ctacccatec
caggagattyg
gccggotacg
cccctgaage
gacaacaagg
tatgaagaat
caggaagoed
gotgtogacy
cgagggeggt
ctoctecaag
gctgecctea
cagaccacgt
actgcaggec
gocottgogy
accotoctge
atggcggcca
aacttcagac
aatctggaag
aggtteccoc
gtegtecage
tgggcggtea

ccagaatcca

64

tgctectget
gagagacece
ctgccaacce
gcaatggcett
tgggcggeat
tcagcaagat
acggatttga
ccaggcoocaa
ttcctattaa
tggactteat
coacgoacge
atggagacge
acctgcacgt
ttteceocgoece
ttgaaggagg
aggtgagaoca
gectgacgeco
agggccgget
cectogggca
agggcattga
accacacgaa
tcagetttge
agcaccagga
tgaactggge

ttcccaagaa

catggacgac
gaatttggac
tectgtgecteg
ctacaccacc
cccagacteg
tgtcggcaag
tgagtggttt
catccctgtg
totgaagacg
taagagacag
accogtetat
cgteegggag
cgoggacaac
cgaacaaggt
gatgagggag
ccagetggge
goccagegac
gatggacagg
gcacaaggcet
tttctgecet
gctgcecectyg
cagegeogag
ggocttggte
acotecggge

gtgcectetgy

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1569



Met

Leu

Ile

Tyr

Glu

65

Pro

Phe

Ile

Lys

His

145

Gly

Asn

Glu

Tyr

Pro
225

Ala

Ser

Leu

Gly

50

Gly

Ser

Tyr

Val

Lys

130

Arg

Ser

Ile

Phe

Leu

210

Phe

Ala

Ala

Leu

35

Glu

Leu

Arg

Thr

Gly

115

Ala

Pro

Pro

Pro

Pro

195

Gln

Phe

val

Ala

20

Leu

Pro

Leu

Ala

Thr

100

Gly

Gly

Gln

Asn

Val

180

Ile

Glu

Leu

val

Gly

Leu

Ser

Phe

Ala

85

Asn

Ile

Tyr

Phe

Cys

165

Tyr

Asn

Ala

Tyr

ES 2616263713

Ala

Met

Met

Arg

Pro

70

Leu

Ala

Pro

Val

His

150

His

aArg

Leu

Leu

Trp
230

Ala

Gly

Asp

Glu

55

Asn

Leu

His

Asp

Ser

135

Pro

Phe

Asp

Lys

Asp

215

Ala

Thr

Ala

Asp

40

Thr

Phe

Thr

Ala

Ser

120

Lys

Leu

Gly

Trp

Thr

200

Phe

Val

65

Arg

Ser

25

Met

Pro

Tyr

Gly

Arg

105

Glu

Ile

Lys

Pro

Glu

185

Gly

Ile

Asp

Trp

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Arg

90

Asn

Gln

Val

His

Tyr

170

Met

Glu

Lys

Ala

Trp

Ala

Trp

Leu

Ala

75

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly

155

Asp

Val

Ala

aArg

Thr
235

Gln

Pro

Gly

Asp

60

Asn

Pro

Tyr

Leu

Lys

140

Phe

Asn

Gly

Asn

Gln

220

His

Leu

Gln

Asp

45

Arg

Pro

Ile

Thr

Pro

125

Trp

Asp

Lys

aArg

Leu

205

Ala

Ala

Leu

Pro

30

Leu

Met

Leu

Arg

Pro

110

Glu

His

Glu

Ala

Tyr

190

Thr

aArg

Pro

Leu

15

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

95

Gln

Leu

Leu

Trp

aArg

175

Tyr

Gln

His

Val

val

Asn

Val

Ala

Ser

BO

Gly

Glu

Leu

Gly

Phe

160

Pro

Glu

Ile

His

Tyr
240



Ala

Ala

Gln

Agn

Pro

305

Pro

Hisg

Ala

Leu

Tyr

385

His

Asp

Glu

Gly

Leu

465

Pro

Ser

val

Asp

Gly

290

Phe

Ala

Gln

Gly

Pro

370

Arg

Phe

Phe

Asp

Glu

450

Ser

Ala

Lys

Arg

Leu

275

Ala

Leu

Leu

Leu

Leu

355

Thr

Gly

Trp

Cys

His

435

Arg

Arg

Gln

Pro

Glu

260

His

Ala

Cys

Ala

Gly

340

Thr

Leu

Asp

Thr

Pro

420

Thr

Phe

Ile

FPro

Phe

245

Ile

Val

Leu

Gly

Trp

325

Ser

Pro

Leu

Thr

Trp

405

Gly

Lys

Pro

Thr

Gln
485

ES 2616263713

Leu

Asp

Ala

Ile

Lys

310

Trp

Ile

Pro

Gln

Leu

390

Thr

Gln

Leu

Leu

Ser

470

Leu

Gly

Asp

Asp

Ser

295

Gln

Pro

Met

Ser

Gly

375

Met

Asn

Asn

Pro

Ser

455

Val

Asn

Thr

Ser

Asn

280

Ala

Thr

Gly

Asp

Asp

360

Arg

Ala

Ser

val

Leu

440

Phe

val

val

66

Ser

Ile

265

Thr

Pro

Thr

His

Leu

345

Arg

Leu

Ala

Trp

Sar

425

Ile

Ala

Gln

Cys

Gln

250

Gly

Phe

Glu

Phe

val

330

Phe

Ala

Met

Thr

Glu

410

Gly

Phe

Ser

Gln

Asn
430

Lys

Val

Gln

Glu

315

Thr

Thr

Ile

Asp

Leu

395

Asn

val

His

Ala

His

475

Trp

Gly

Ile

Phe

Gly

300

Gly

Ala

Thr

Asp

Arg

380

Gly

Phe

Thr

Leu

Glu

460

Gln

Ala

Arg

Leu

Phe

285

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

365

Pro

Gln

Arg

Thr

Gly

445

Tyr

Glu

val

Tyr

Glu

270

Thr

Ser

Met

Gln

Leu

350

Leu

Ile

His

Gln

His

430

Arg

Gln

Ala

Met

Gly

255

Leu

Ser

Agn

Arg

val

335

Ala

Asn

Phe

Lys

Gly

415

Asn

Asp

Glu

Leu

Asn
485

Asp

Leu

Asp

Gly

Glu

320

Ser

Leu

Leu

Tyr

Ala

400

Ile

Leu

Pro

Ala

val

480

Trp
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<210>5

ES 2616263713

Ala Pro Pro Gly Cys Glu Lys Leu Gly Lys Cys Leu Thr Pro Pro Glu
505

500

Ser Ile Pro Lys Lys Cys Leu Trp Ser His

<211> 496
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Ala

Trp

Leu

Ala

Leu

€5

Ala

Leu

Gly

Gly

Asp

145

Val

Ala

Pro

Gly

Asp

Asn

50

Pro

Tyr

Leu

Lys

Phe

130

Asn

Gly

Asn

515

Gln

Asp

Arg

35

Pro

Ile

Thr

Pro

Trp

115

Asp

Lys

Arg

Leu

Pro

Leu

20

Met

Leu

Arg

Pro

Glu

100

His

Glu

Ala

Tyr

Thr
180

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

Gln

83

Leu

Leu

Trp

Arg

Tyr

165

Gln

Asn

vVal

Ala

Ser

Gly

70

Glu

Leu

Gly

Phe

Pro

150

Glu

Ile

Ile

Tyr

Glu

Pro

55

Phe

Ile

Lys

His

Gly

135

Asn

Glu

Tyr

520

Leu

Gly

Gly

40

Ser

Tyr

val

Lys

Arg

120

Ser

Ile

Phe

Leu

67

Leu

Glu

25

Leu

Arg

Thr

Gly

Ala

105

Pro

Pro

Fro

Pro

Gln
185

Leu

10

Pro

Leu

Ala

Thr

Gly

Gly

Gln

Asn

val

Ile

170

Glu

Leu

Ser

Phe

Ala

Asn

75

Ile

Tyr

Phe

Cys

Tyr

155

Asn

Ala

Met

Arg

Pro

Leu

60

Ala

Fro

val

His

His

140

Arg

Leu

Leu

510

Asp

Glu

Asn

45

Leu

His

Asp

Ser

Pro

125

Phe

Asp

Lys

Asp

Asp

Thr

30

Phe

Thr

Ala

Ser

Lys

110

Leu

Gly

Trp

Thr

Fhe
130

Met

15

Pro

Tyr

Gly

Arg

Glu

95

Ile

Lys

Pro

Glu

Gly

175

Ile

Gly

Asn

Ser

Arg

Asn

80

Gln

Val

His

Tyr

Met

160

Glu

Lys



Thr

Arg

225

Lys

val

Gln

Glu

Thr

305

Thr

Ile

Asp

Leu

Asn

385

Val

His

Ala

Gln

His

210

Gly

Ile

Phe

Gly

Gly

230

Ala

Thr

Asp

Arg

Gly

370

Phe

Thr

Len

Glu

Ala

1395

Ala

Arg

Leu

Phe

Gly

275

Gly

Gly

Ser

Gly

Pro

355

Gln

Arg

Thr

Gly

Tyr
435

Arg

Arg

Tyr

Glu

Thr

260

Ser

Met

Gln

Leu

Leu

340

Ile

His

Gln

His

Arg

420

Gln

His

val

Gly

Leu

245

Ser

Asn

Arg

val

Ala

325

Asn

Phe

Lys

Gly

Asn

405

Asp

Glu

ES 2616263713

His

Tyr

Asp

230

Leu

Asp

Gly

Glu

Ser

310

Leu

Leu

Tyr

Ala

Ile

3%0

Leu

Pro

Ala

Pro

Ala

215

Ala

Gln

Asn

Pro

Pro

295

His

Ala

Leu

Tyr

His

375

Asp

Glu

Gly

Leu

Phe

200

Ser

Val

Asp

Gly

Phe

280

Ala

Gln

Gly

Pro

Arg

360

Phe

Phe

Asp

Glu

Ser
440

68

Phe

Lys

Arg

Leu

Ala

265

Leu

Leu

Leu

Leu

Thr

345

Gly

Trp

Cys

His

Arg

425

Arg

Leu

Pro

Glu

His

250

aAla

Cys

Ala

Gly

Thr

330

Leu

Asp

Thr

Pro

Thr

410

Phe

Ile

Tyr

Phe

Ile

235

val

Leu

Gly

Trp

Ser

315

Pre

Leu

Thr

Trp

Gly

395

lys

Pro

Thr

Trp

Leu

220

Asp

Ala

Ile

Lys

Trp

300

Ile

Pro

Gln

Leu

Thr

380

Gln

Leu

Leu

Ser

Ala

205

Gly

Asp

Asp

Ser

Gln

285

Pro

Met

Ser

Gly

Met

365

Asn

Asn

Pro

Ser

val
445

val

Thr

Ser

Asn

Ala

270

Thr

Gly

Asp

Asp

Arg

350

Ala

Ser

val

Leu

Phe

430

Vval

Asp

Ser

Ile

Thr

255

Pro

Thr

His

Leu

Arg

335

Leu

Ala

Trp

Ser

Ile

415

Ala

Gln

Ala

Gln

Gly

240

Phe

Glu

Phe

val

Phe

320

Ala

Met

Thr

Glu

Gly

400

Phe

Ser

Gln



ES 2616263713

His Gln Glu Ala Leu Val Pro Ala Gln Pro Gln Leu Asn Val Cys Asn
450 455 460

Trp Ala Val Met Asn Trp Ala Pro Pro Gly Cys Glu Lys Leu Gly Lys
465 470 475 480

Cyg Leu Thr Pro Pr¢ Glu Ser Ile Pro Lyg Lys Cys Leu Trp Ser Hisg
485 490 495

69
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REIVINDICACIONES

1. Un método de purificacion de una enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana recombinante,
comprendiendo dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a los aminoacidos 27 a
522 de SEQ ID NO: 4, en el que dicha enzima GALNS:

tiene una pureza de al menos 95 %, determinada por tincién con azul de Coomassie, cuando se somete a una
SDS-PAGE en condiciones no reductoras,

tiene una conversion de al menos 50 % del resto de cisteina en la posicién 53 en Cq -formilglicina (FGly), y

tiene entre 0,5 y 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforilada por cadena de proteina monomérica,

y en el que al menos el 98 % de dicha enzima GALNS esta en forma precursora, determinada por electroforesis
capilar en gel con dodecil sulfato sédico (SDS-CGE), que comprende:

a) la filtracién de un medio de cultivo que contiene la enzima GALNS segregada de una linea celular de mamifero
que expresa el factor de modificacion 1 de sulfatasas (SUMF1) humano y la enzima GALNS humana
recombinante, la ultrafiltracion/diafiltracion del medio de cultivo filtrado, mediante el cual el medio de cultivo
ultrafiltrado/diafiltrado se concentra a aproximadamente 20X, y la filtracion en carbén vegetal del medio de cultivo
ultrafiltrado/diafiltrado 20 X concentrado;

b) la carga del medio del cultivo ultrafiltrado/diafiltrado 20X filtrado en carb6on vegetal de la etapa a) en una
columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn, el lavado de la columna en condiciones tales que la enzima
GALNS se retenga en la columna y la elucion de la enzima GALNS de la columna;

c) la filtracion del eluato de la columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn en la etapa b) a través de un
filtro para eliminar los virus;

d) el ajuste del pH del eluato del filtrado de la columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn de la etapa c)
a aproximadamente pH 4,5 + 0,1 y la filtracion del eluato del filirado de la columna de captura de Sefarosa FF
quelante con Zn ajustado a pH 4,5;

e) la carga del filtrado de la columna de captura de Sefarosa FF quelante con Zn ajustado a pH 4,5 de la etapa d)
en una columna de intercambio de cationes Fractogel EMD SE Hi-Cap, el lavado de la columna en condiciones
tales que la enzima GALNS se retenga en la columna, y la elucion de la enzima GALNS de la columna;

f) el ajuste del pH del eluato de la columna de intercambio de cationes Fractogel EMD SE Hi-Cap de la etapa €) a
aproximadamente pH 3,5 £ 0,1 para la inactivacion de virus;

g) el ajuste del eluato que ha experimentado inactivacion de virus a pH 3,5 de la etapa f) a aproximadamente pH
5,0, después la carga del eluato que ha experimentado inactivacion de virus ajustado a pH 5,0 en una columna
de pulido ToyoPearl Butyl 650 M, el lavado de la columna en condiciones tales que la enzima GALNS se retenga
en la columna, y la elucién de la enzima GALNS de la columna;

h) el cambio de tampdn del eluato de la columna de pulido ToyoPearl Butyl 650 M de la etapa g) en una
formulacién que comprende NaOAc/HOAc 20 mM, NaH2PO4 50 mM, HCI arginina 30 mM, sorbitol al 2 % (p/v),
pH 5,4 y el ajuste de la concentracion de la enzima GALNS en la formulacién a aproximadamente 3 mg/mi;

i) la retirada de cualquier virus y/o ADN residual filtrando la formulaciéon cuyo tampdn se ha cambiado en la etapa
h) con un filtro DV20 y un filtro Mustang Q; y

j) la adicién de polisorbato 20 (PS20) a la formulacién en la etapa i) a una concentracion final de 0,01 % (p/v).

2. El uso de una formulaciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 3-12 que comprende una enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, recombinante, purificada, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de un sujeto que padece Mucopolisacaridosis de tipo IVa (MPS IVa) o sindrome de Morquio A.

3. Una formulacién que comprende

(a) una enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, recombinante, purificada de acuerdo con la
reivindicacion 1, comprendiendo dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a
los aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID NO: 4, y

que tiene una pureza de al menos 95 % determinada por tincion con azul de Coomassie cuando se somete a
SDS-PAGE en condiciones no reductoras,

que tiene una conversion de al menos 50 % del resto de cisteina en la posicion 53 en Cq-formilglicina (FGly), y
que tiene entre 0,5 y 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de monémero de proteina,

en la que al menos el 98 % de dicha enzima GALNS esta en la forma precursora, determinada por SDS-CGE, y
(b) uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables que comprende:

(i) una cantidad de tampon fosfato eficaz para reducir la desfosforilacion de dicha enzima GALNS, en el que
el tampon fosfato es NaH,PO4 a una concentracion de aproximadamente 25 mM a 75 mM; y

(ii) una cantidad estabilizante de lo siguiente: una sal o tampon de arginina, opcionalmente clorhidrato de
arginina, en el que la sal o el tampoén de arginina esta a una concentracion de aproximadamente 10 mM a
50 mM; un polisorbato, opcionalmente polisorbato 20; y un alcohol de azucar trihidrico o superior,
opcionalmente sorbitol;

70
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en la que dicha formulacién esta a un pH de aproximadamente 5,0-5,8.

4. La formulacion de la reivindicaciéon 3, en la que la formulacién comprende adicionalmente un segundo tampoén,
opcionalmente tampén acetato.

5. La formulacién de la reivindicacion 3, en la que la enzima GALNS tiene una pureza de al menos 95 %
determinada por RP-HPLC.

6. La formulacion de la reivindicacion 3, en la que entre el 50 % al 80 % de la enzima GALNS se une a una columna
de receptor de manosa-6-fosfato.

7. La formulacion de la reivindicacion 3, en la que la enzima GALNS presenta una absorcion especifica (Kabsorcion)
en fibroblastos que es de 1 a 5 nM, preferentemente de 1 a 3,5 nM.

8. La formulacién de la reivindicacion 3, en la que la concentracion de la enzima GALNS es de aproximadamente 0,5
a 1,5 mg/ml.

9. La formulacién de la reivindicacion 4, en la que los agentes tampdn son NaOAc/HOAc y NaH;PO,.

10. La formulacién de la reivindicacion 9, en la que la concentracion de NaOAc/HOAc es de aproximadamente 10 a
30 mMy la concentracion de NaH;PO, es de aproximadamente 25 a 75 mM.

11. La formulacién de la reivindicacion 3, en la que los estabilizantes son HCI arginina, polisorbato 20 y sorbitol.

12. La formulacion de la reivindicacion 11, en la que la concentracion de HCI arginina es de aproximadamente 10 a
50 mM, la concentracion de polisorbato 20 es de aproximadamente 0,005 % a 0,015 % (p/v), y
la concentracion de sorbitol es de aproximadamente 1,0 % a 3,0 % (p/v).

13. Una formulacién que comprende

(a) una enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) humana, recombinante, purificada de acuerdo con la
reivindicacion 1, comprendiendo dicha enzima GALNS una secuencia de aminoacidos al menos 95 % idéntica a
los aminoacidos 27 a 522 de SEQ ID NO: 4,y

que tiene una pureza de al menos aproximadamente 95 % determinada por tincion con azul de Coomassie
cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones no reductoras,

que tiene una conversion de al menos 50 % del resto de cisteina en la posicion 53 en Cq -formilglicina (FGly), y
que tiene entre 0,5 a 0,8 cadenas de oligomanosa bis-fosforiladas por cadena de proteina monomérica,

en la que al menos el 98 % de dicha enzima GALNS esta en forma precursora determinada por tincién con azul
de Coomassie cuando se somete a SDS-PAGE en condiciones reductoras, y

(b) uno o mas transportadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables que comprenden:

(i) NaOAc/HOAc y NaH;PO.s como agentes tampodn, en el que la concentracion de NaOAc/HOAc es de
aproximadamente 20 +/- 10 mM y la concentracién de NaH;PO4 es de aproximadamente 50 +/-25 mM,;

(ii) HCI arginina, polisorbato 20 y sorbitol 20 como estabilizantes, en el que la concentracion de HCI arginina
es de aproximadamente 30 +/- 20 mM, la concentracién de polisorbato 20 es de aproximadamente 0,01 % +/-
0,005 % un (p/v) y la concentracion de sorbitol es de aproximadamente 2,0 % +/- 1,0 % (p/v); y

(iii) un pH de aproximadamente 5,4 +/- 0,4.

14. La formulacion de la reivindicacion 13 en la que el uno o mas de transportadores, diluyentes o excipientes
farmacéuticamente aceptables consisten esencialmente en:

(i) NaOAc/HOAc, en el que la concentracion de NaOAc/HOAc es de aproximadamente 20 +/- 10 mM;

(i) NaH2POQ4, en el que la concentracion de NaH,PO4 es de aproximadamente 50 +/-25 mM; y

(iii) HCI arginina, polisorbato 20 y sorbitol como estabilizantes, en el que la concentracion de HCI arginina es de
aproximadamente 30 +/- 20 mM, la concentracién de polisorbato 20 es de aproximadamente 0,01 % +/- 0,005 %
(p/v) y la concentracion de sorbitol es de aproximadamente 2,0 % +/- 1,0 % (p/v).

71



ES 2616263 T3

FIGURA 1

SECUENCIA DE POLINUCLEOTIDOS DEL FACTOR DE MODIFICACION 1
DE SULFATASAS (SUMF1) HUMANO (SEQ ID NO:1)

ATGGCTGCGCCCGCACTAGGGCTGGTGTGTGGACGTTGCCCTGAGCTGGGTCTCGTCCTCTTGCTGCTGCTGCTC
TCGCTGCTGTGTIGGAGCGGCAGGGAGCCAGGAGGCCGGGACCGGTGCGGGCGCGGGGTCCCTTGCGGGTTCTIGC
GGCTIGCGGCACGCCCCAGCGGCCTGGCGCCCATGGCAGTTCGGCAGCCGCTCACCGATACTCGCGGGAGGCTAAC
GCTCCGGGCCCCGTACCCGGAGAGCGGCAACTCGCGCACTCAAAGATGGTICCCCATCCCIGCTIGGAGTATTTACA
ATGGGCACAGATGATCCICAGATAAAGCAGGATGGGGAAGCACCTIGCGAGGAGAGTTACTATIGATIGCCTITTIAC
ATGGATGCCTATGAAGTICAGTAATACTGAATTITGAGAAGTTTGTIGAACTCAACTGGCTATTTGACAGAGGCTGAG
AAGTTTGGCGACTCCTTTIGICTITTGAAGGCATGTTIGAGTGAGCAAGTGAAGACCAATATTCAACAGGCAGTTGCA
GCTGCTCCCTIGGTGGTTACCTGTGAAAGGCGCTAACTGGAGACACCCAGAAGGGCCTGACTCTACTATTICTGCAC
AGGCCGGATCATCCAGTTICTCCATGTGTCCTGGAATGATGCGGTTGCCTACTGCACTTGGGCAGGGAAGCGGCTG
CCCACGGAAGCTGAGTGGGAATACAGCTGTICGAGGAGGCCTGCATAATAGACTTITICCCCTGGGGCAACAAACTG
CAGCCCAAAGGCCAGCATTATGCCAACATTITGGCAGGGCGAGTTTCCGGTGACCAACACTGGTGAGGATGGCTTC
CAAGGAACTGCGCCTGTTGATGCCTTICCCTICCCAATGGTTATGGCTTATACAACATAGTGGGGAACGCATGGGAA
TGGACTTICAGACTGGTGGACTGTTCATCATTICTGTTGAAGAAACGCTTAACCCAAAAGGTCCCCCTTCTGGGAAA
GACCGAGTGAAGAAAGGTGGATCCTACATGTIGCCATAGGTCTITATTIGTTACAGGTATCGCTIGTIGCTGCTCGGAGC
CAGAACACACCTGATAGCTICTGCTTICGAATCTGGGATTICCGCTGTGCAGCCGACCGCCTGCCCACCATGGACTGA
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FIGURA 2

SECUENCIA DE POLIPEPTIDOS DEL FACTOR DE MODIFICACION 1 DE
SULFATASAS (SUMF1) HUMANO (SEQ ID NO:2)

MAAPALGLVCGRCPELGLVLLLLLLSLLCGAAGSQEAGTGAGAGSLAGSCGCGTPOQRPGAHGSSAAAHRY SREAN
APGPVPGERQLAHSKMVPIPAGVETMGTIDDPQIKQDGEAPARRVTIDAFYMDAYEVSNTEFEKEFVNSTGYLTEAR
KFGDSFVFEGMLSEQVKTNIQQAVAAAPWWLPVKGANWRHPEGPFDSTILHRPDHPVLHVSWNDAVAYCTWAGKRL
PTEAEWEY SCRGGLHNRLFPWGNKLQPKGOHYANIWQCEFPVTNTGEDCFQGTAEVDAFEPNGYCLYNIVGNAWE
WISDWWIVHHSVEETLNPKGPPSGKDRVKKGGSYMCHRSYCYRYRCAARSQNTPDSSASNLGFRCAADRLPTMD
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FIGURA 3

SECUENCIA DE POLINUCLEOTIDOS DE N-ACETILGALACTOSAMINASA-6-
SULFATASA (GALNS) HUMANA (SEQ ID NO:3)

ATGGCGGCGGTTGTCGUGGCGACGAGGTGGETGGCAGCTGTTIGCTGGTGCTCAGCGCCGLGGGGATGGGGGCCTCG
GGCGCCCCGCAGCCCCCCAACATCCTIGCTICCTGCTCATGGACGACATGGGATGGGGTGACCTCGGGGTGTATGGA
GAGCCCTCCAGAGAGACCCCGAATTTGGACCGGATGGCTGCAGAAGGGCTGCTTTTCCCAAACTTICTATICTGCC
AACCCTCIGTGCTCGCCATCGAGGGCGGCACTGCTCACAGGACGGCTACCCATCCGCAATGGCTTCTACACCACC
AACGCCCATGCCAGARACGCCTACACACCGCAGGAGATTGTGGGCGGCATCCCAGACTCGGAGCAGCTCCTGCCG
GAGCTTCTGAAGARGGCCGGCTACGTCAGCARGATTGTCGGCAAGTGGCATCTGGGTCACAGGCCCCAGTTCCAC
CCCCTGAAGCACGGATTITGATGAGTGGTITTGGATCCCCCAACTGCCACTTTGGACCTTATGACAACAAGGCCAGG
CCCAACATCCCTGTGTACAGGGACTGGGAGATGGTTGGCAGATATTATGAAGAATTTCCTATTAATCTGAAGACG
GGGGAAGCCAACCTCACCCAGATCTACCTGCAGGAAGCCCTGGACTTCATTAAGAGACAGGCACGGCACCACCCC
TTTTTCCICTACTGGGCTGTCGACGCCACGCACGCACCCGTCTATGCCTCCAARCCCTTCTTGGGCACCAGTCAG
CGAGGGCGGTATGGAGACGCCGTCCGGGAGATTGATGACAGCATTGGGAAGATACTGGAGCTCCTCCAAGACCTG
CACGTCGCGGACAACACCTTCGTCTTCTTCACGTCGGACAACGGCGCTGCCCTCATTTCCGCCCCCGAACAAGGT
GGCAGCAACGGCCCCTTTCTGTGTGGGARGCAGACCACGTTTGARGGAGGGATGAGGGAGCCTGCCCTCGCATGG
TGGCCAGGGCACGTCACTGCAGGCCAGGTGAGCCACCAGCTGGGCAGCATCATGGACCTCTTCACCACCAGCCTG
GCCCTTIGCGGGCCTGACGCCGCCCAGCGACAGGGCCATTGATGGCCTCAACCTCCTCCCCACCCTICCTGCAGGGT
CGGCTGATGGACAGGCCTATCTTCTATTACCGTGGCGACACGCTGATGGCGGCCACCCTCGGGCAGCACAAGGCT
CACTTCTGGACCTGGACCAACTCCTGGGAGAACTTCAGACAGGGCATTGATTTCTGCCCTGGGCAGAACGTTTCA
GGGGTCACAACTCACAATCTGGAAGACCACACGAAGCTGCCCCTGATCTTCCACCTGGGACGGGACCCAGGGGAG
AGGTTCCCCCTCAGCTTTGCCAGCGCCGAGTACCAGGAGGCCCTCAGCAGGATCACCTCGGTCGTCCAGCAGCAC
CAGGAGGCCTTGGTCCCCGCGCAGCCCCAGCTCAACGTGTGCAACTGGGCGGTCATGAACTGGGCACCTCCGGGC
TGTGAARAGTTAGGGAAGTGTCTGACACCTCCAGAATCCATTCCCAAGAAGTGCCTCTGGTICCCACTAG
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FIGURA 4

SECUENCIA DE POLIPEPTIDOS DE N-ACETILGALACTOSAMINA-6-
SULFATASA (GALNS) HUMANA (SEQ ID NO:4)

MAAVVAATRWWQLLLVLSAAGMGASGAPQPPNI LLLLMDDMGWGDLGVYGEP SRETPNLDRMAAEGLLEPNEYSA
NPLCSPSRAALLTGRLPIRNGEF Y TTNAHARNAYTPQEIVGGIPDSEQLLPELLKKAGYVSKIVGKWHLGHRPQFH
PLEKHGFDEWFGSPNCHFGPYDNEARPNIPVYRDWEMVGRYYEEFPINLKTGEANLTQIYLOEALDF IKRQARHHP
FFLYWAVDATHAPVYASKPFLGTSQRGRYGDAVREIDDSIGKILELLOQDLHVADNTEVEFTSDNGAALISAPEQG
GSNGPFLCGEKQTTFEGGMREPALAWWPGHVTAGQVSHQLGSIMDLFTTSLALAGLTPPSDRAIDGLNLLPTLLQG
RLMDRPIFYYRGDTLMAATLGOHKAHFWIWINSWENFRQGIDECPGONVSGVTTHNLEDHTKLPLIFHLGRDPGE
RFPLSFASAEYQEALSRITSVVQOHOEALVPAQPOLNVCNWAVMNWAPPGCEKLGKCLTPPESIPKKCLWSH
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FIGURA 5

ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS DE LA N-ACETILGALACTOSAMINA-6-
SULFATASA (GALNS) (SEQ ID NO: 5)

-3 S ¢ B Forma
i procesada
~40 kDa
I8 WIsvwmEl oo o S8
il TLYMAVDATH  BRUYALNEFL
RS VAT SINELRAT VAN SOTT 15
301 Ti5%LALAGLT  PPSDRAIDGL NLLPTLLQGR
35] 1MDRPIFYYR GDTLMAATLG QHKAHFWTWT NSWENFRQGI DFCP
401 VTTHNLEDHT KLPLIFHLGR DPGERFPLSF ASAEYQEALS RITSVVQQHQ 19 kDa
451 EALVPAQPQL NVCNWAVMNW APPGCEKLGK CLTPPESIPK KCLWSH
1) Peso molecular de la enzima pre-procesada: ~55 kDa
2)  Conversion de cisteina en Ca-formilgicina en la posicién 53
3) Formas procesadas en lisosomas unidas por puentes disulfuro
4) 2 sitios de glicosilacion ligada a N en las posiciones 178 y 397
5) BisP encontrado en Asn178, no en Asn397
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FIGURA 6A-B
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9A-B
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FIGURA 10
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 19
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