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Tratamiento del Sindrome de Sanfilippo Tipo B
Descripcion
FONDO

[0001] La terapia de reemplazo enzimatico (ERT) implica la administracion sistémica de proteinas
naturales o derivadas de manera recombinante y/o enzimas a un sujeto. Las terapias aprobadas se
administran tipicamente a sujetos por via intravenosa y son generalmente eficaces en el tratamiento de
los sintomas somaticos de la deficiencia enzimatica subyacente. Como resultado de la distribucion
limitada de la proteina y/o enzima administrada intravenosamente en las células y tejidos del sistema
nervioso central (SNC), el tratamiento de enfermedades que tienen una etiologia del SNC ha sido
especialmente desafiante debido a que las proteinas administradas intravenosamente y/o las enzimas
no atraviesan adecuadamente la barrera hematoencefalica (BBB).

[0002] La barrera hematoencefalica (BBB) es un sistema estructural compuesto de células endoteliales
que funciona para proteger el sistema nervioso central (SNC) a partir de sustancias perjudiciales en la
corriente sanguinea, tales como bacterias, macromoléculas (por ejemplo, proteinas) y otras moléculas
hidrofilicas, limitando la difusion de tales sustancias a través de la BBB y en el liquido cefalorraquideo
(LCR) y SNC subyacentes.

[0003] Hay varias formas de eludir la acreditacion para mejorar la administraciéon al cerebro de un
agente terapéutico incluyendo la inyeccion directa intra-craneal, la permeabilizacion transitoria de la
BBB, y la modificacion del agente activo para alterar la distribucion de tejidos. La inyeccion directa de
un agente terapéutico en el tejido cerebral desvia completamente la vasculatura, pero sufre
principalmente del riesgo de complicaciones (infeccién, dafio tisular, respuesta inmune) incurridas por
inyecciones intracraneales y mala difusion del agente activo desde el sitio de administracion. Hasta la
fecha, la administracién directa de proteinas en la sustancia cerebral no ha conseguido un efecto
terapéutico significativo debido a las barreras de difusién y al volumen limitado de farmacos
terapéuticos que se pueden administrar. La difusion asistida por conveccién se ha estudiado mediante
catéteres colocados en el parénquima cerebral utilizando infusiones lentas a largo plazo (Bobo et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. EE.UU. 91, 2076-2080 (1994), Nguyen et al J. Neurosurg., 98, 584-590 (2003)),
pero actualmente no hay terapias aprobadas que utilicen este enfoque para el tratamiento a largo plazo.
Ademas, la colocacion de catéteres intracerebrales es muy invasiva y menos deseable como alternativa
clinica.

[0004] La inyeccion intratecal (Tl), o la administracién de proteinas para el liquido cefalorraquideo
(LCR), también ha sido intentada pero todavia no ha dado el éxito terapéutico. Un reto importante en
este tratamiento ha sido la tendencia del agente activo a unir el revestimiento ependimario del
ventriculo muy fuertemente, lo que impidié la difusién posterior. Actualmente, no hay productos
aprobados para el tratamiento de enfermedades genéticas cerebrales por administracion directamente
al LCR.

[0005] De hecho, muchos creyeron que la barrera a la difusién en la superficie del cerebro, asi como la
falta de métodos de entrega eficaces y convenientes, eran un obstaculo demasiado grande para lograr
el efecto terapéutico adecuado en el cerebro para cualquier enfermedad.

[0006] EI sindrome de Sanfilippo, o mucopolisacaridosis Ill (MPS IIl), es un trastorno genético raro
caracterizado por la deficiencia de enzimas implicadas en la degradacion de los glicosaminoglicanos
(GAG). En ausencia de enzima, las moléculas GAG parcialmente degradadas no pueden eliminarse del
cuerpo y acumularse en los lisosomas de diversos tejidos, lo que da lugar a una disfuncion somatica
generalizada progresiva (Neufeld y Muenzer, 2001).

[0007] Cuatro formas distintas de MPS Ill, designado MPS llIA, B, C, y D, se han identificado. Cada uno
representa una deficiencia en una de las cuatro enzimas implicadas en la degradacion del sulfato de
heparano GAG. Todas las formas incluyen diferentes grados de los mismos sintomas clinicos,
incluyendo rasgos faciales gruesos, hepatoesplenomegalia, nubosidad corneal y deformidades
esqueléticas. Sin embargo, lo mas notable es la pérdida grave y progresiva de la capacidad cognitiva,
que esta ligada no sélo a la acumulacion de sulfato de heparano en las neuronas, sino también a la
posterior elevacion de los gangliésidos GM2, GM3 y GD2 causadas por la acumulacién GAG primaria
(Walkley 1998).

[0008] Mucopolisacaridosis tipo 1l1IB (MPS IlIB; enfermedad Sanfilippo B) es un trastorno autosémico
recesivo que se caracteriza por una deficiencia de la enzima alfa-N-acetilo-glucosaminidasa (Naglu). En
ausencia de esta enzima, sulfato de heparan GAG se acumula en lisosomas de neuronas y células
gliales, con menor acumulacion fuera del cerebro. Hasta la fecha, ningun sintoma del SNC resultante
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de la enfermedad de Sanfilippo B ha sido tratado con éxito por cualquier medio disponible.

[0009] Por lo tanto, sigue habiendo una gran necesidad de suministrar eficazmente agentes
terapéuticos al cerebro. Mas particularmente, existe una gran necesidad de una administracion mas
eficaz de agentes terapéuticos al sistema nervioso central para el tratamiento de la enfermedad de
Sanfilippo B.

RESUMEN

[0010] La presente invencion se define en las reivindicaciones. La presente invencién proporciona
composiciones para uso en el tratamiento eficaz de la enfermedad de Sanfilippo B. La presente
invencion se basa en parte en el descubrimiento de que la administracion intratecal de una proteina
alfa-N-acetilglucosaminidasa (Naglu) (una proteina de fusion Naglu-IGFIl) a un modelo de enfermedad
animal es inesperadamente eficaz en el tratamiento (por ejemplo, mejorando, inhibiendo, o retardando
el inicio de) varios sintomas de la enfermedad de Sanfilippo B, incluyendo la acumulacién masiva de
GAG en diversos tejidos cerebrales.

[0011] Antes de la presente invencion, se inform6é de que una proteina producida de forma
recombinante Naglu carece de manosa-6-fosfato (M6P), que se requiere tipicamente para la orientacion
lisosomal. Por lo tanto, la terapia de reemplazo de enzima para la enfermedad de Sanfilippo B presenta
un desafio Unico debido a la manifestacion predominante en el SNC y la falta de residuos de M6P. Tal
como se describe a continuacion, los presentes inventores han demostrado que las inyecciones
intratecales de Naglu-IGFIl han dado lugar a una reducciéon sorprendentemente eficaz de la
acumulacion de GAG en el cerebro, la inversiéon del almacenamiento lisosémico en el tejido cerebral y
la penetracion de Naglu-IGFIl en el parénquima cerebral. Sin desear estar limitado por ninguna teoria
en particular, se contempla que un resto de direccionamiento lisosomal que se une al receptor de
manosa-6-fosfato independiente de catiéon (CI-MPR) tal como un resto de IGF-Il puede superar la falta
de M6P, resultando en M6P independiente de orientacién lisosomal en los tejidos diana. Estos
resultados indican que la administracién Tl de una proteina Naglu, tal como, una proteina de fusion
Naglu-IGFIl, puede unirse para tratar eficazmente la enfermedad de Sanfilippo B. Por lo tanto, la
presente invencién representa un avance significativo en la terapia de sustitucion enzimatica de
Sanfilippo B.

[0012] Una proteina de fusion Naglu de acuerdo con la presente invencion se suministra al SNC a
través de via intratecal a través de inyeccion directa en el LCR.

[0013] En concreto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende proteina
recombinante alfa-N-acetilglucosaminidasa (Naglu) y un tampén que comprende fosfato de hasta 50
mM para uso en un método de tratamiento de enfermedad de sindrome de Sanfilippo de tipo B (San B)
comprendiendo una etapa de administrar la proteina Naglu recombinante a una concentraciéon de 10-
150 mg/ml a un sujeto por via intratecal mediante inyeccién en el canal espinal, en el que la proteina
Naglu recombinante (i) es una proteina de fusion que comprende un dominio Naglu y un péptido que se
une al receptor de manosa-6-fosfato independiente de cation (CI-MPR) de una manera independiente
de manosa-6-fosfato o (ii) contiene oligosacaridos bis-fosforilados que tienen mayor afinidad de union al
CI-MPR.

[0014] En ciertas realizaciones, el dominio Naglu comprende una secuencia de aminoacidos de al
menos 70% (por ejemplo, al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 98%) idéntica a la SEQ ID NO: 1
(proteina Naglu humana madura). En algunas realizaciones, el dominio Naglu comprende una
secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a SEQ ID NO: 1 (proteina Naglu humana madura).
En algunas realizaciones, el dominio Naglu comprende una secuencia de aminoacidos idéntica a la
SEQ ID NO: 1 (proteina Naglu humana madura).

[0015] En algunas realizaciones, el péptido que se une CI-MPR es un resto IGF-Il. En ciertas
realizaciones, el resto IGF-1l comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 70% (por ejemplo,
al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 98%) idéntica a IGF-Il humana madura SEQ ID NO: 3). En
ciertas realizaciones, el resto IGF-11 comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 80%
idéntica a IGF-1l humano maduro (SEQ ID NO: 3). En ciertas realizaciones, el resto IGF-Il comprende
una secuencia de aminoacidos de al menos 90% idéntica a IGF-ll humana madura (SEQ ID NO: 3). En
algunas realizaciones, el resto IGF-Il comprende una secuencia de aminoacidos que incluye los
residuos 8-67 del IGF-Il humano maduro (SEQ ID NO: 3).

[0016] En algunas realizaciones, la proteina de fusibn comprende ademas un enlazador entre el
dominio Naglu y el péptido que une CI-MPR. En ciertas realizaciones, el enlazador comprende una o
mas secuencias de aminoacidos de GGGGGAAAAGGGG (SEQ ID NO: 4). En ciertas realizaciones, la
secuencia de aminoacidos de GGGGGAAAAGGGG (SEQ ID NO: 4) esta presente en repeticiones en
tandem.
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[0017] En algunas realizaciones, el ligador comprende ademas una o mas secuencias GAP. En ciertas
realizaciones, el enlazador comprende la secuencia de aminoacidos de
GAPGGGGGAAAAGGGGGGGGGGGAAAAGGGGGAPGGGGGAGAAAGGGGGAP (SEQ ID NO: 5).

[0018] En algunas realizaciones, el péptido que une CI-MPR se fusiona directamente o mediante el
engarce a C-terminal del dominio Naglu. En algunas realizaciones, el péptido que se une a CI-MPR se
fusiona directamente o mediante el enlazador al extremo N del dominio Naglu.

[0019] En algunas realizaciones, la proteina recombinante se produce a partir de células humanas. En
algunas realizaciones, la proteina recombinante se produce a partir de células CHO.

[0020] En algunas realizaciones, la administracion intratecal resulta en la entrega de la proteina Naglu
en uno o mas tejidos cerebrales diana. En ciertas realizaciones, uno o mas tejidos cerebrales objetivo
se seleccionan del grupo consistente en tejidos de materia gris, materia blanca, areas periventriculares,
pia-aracnoides, meninges, neocortex, cerebelo, tejidos profundos en corteza cerebral, capa molecular,
caudado/region de putamen, mesencéfalo, regiones profundas de la protuberancia o médula, y
combinaciones de los mismos.

[0021] En algunas realizaciones, la proteina Naglu se administra a las neuronas, células gliales, células
perivasculares y/o células de las meninges. En algunas realizaciones, la proteina Naglu se administra
ademas a las neuronas de la médula espinal.

[0022] En algunas realizaciones, la administracion intratecal resulta aun mas en la administracion
sistémica de la proteina Naglu en los tejidos diana periféricos. En ciertas realizaciones, los tejidos diana
periféricos se seleccionan de higado, rifién, bazo y/o corazén.

[0023] En algunas realizaciones, los resultados de la administracion intratecal en la localizacion
lisosomal en los tejidos del cerebro diana, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos.

[0024] En algunas realizaciones, la administracion intratecal resulta en la reduccién de almacenamiento
lisosomal (por ejemplo, sustrato de enzima acumulada) en los tejidos diana del cerebro, las neuronas
de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En ciertas realizaciones, el almacenamiento lisosomal
se determina mediante tincion con LAMP-1. En algunas realizaciones, el almacenamiento lisosémico se
reduce en al menos 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 90%, 1 vez, 1,5 veces o 2 veces en comparaciéon con
un control.

[0025] En algunas realizaciones, la administracion intratecal resulta en vacuolizacion reducida en las
neuronas. En ciertas realizaciones, las neuronas comprenden células de Purkinje.

[0026] En algunas realizaciones, los resultados de la administracion intratecal en aumento de la
actividad enzimatica Naglu en los tejidos diana del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos
diana periféricos. En ciertas realizaciones, la actividad enzimatica de Naglu se incrementa en al menos
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 0 10 veces en comparacion con un control (por ejemplo, la actividad enzimatica
enddgena de pretratamiento en el sujeto). En ciertas realizaciones, la actividad enzimatica aumentada
de Naglu es de al menos aproximadamente 10 nmol/h/mg, 20 nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50 nmol/h/mg,
60 nmol/h/mg, 70 nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg, 100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200
nmol/h/mg, 250 nmol/h/mg, 350 nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500 nmol/h/mg, 550
nmol/h/mg o 600 nmol/h/mg. Como se usa en la presente memoria, nmol/h/mg define la actividad
especifica de la enzima, que mide el substrato nmol hidrolizado por hora por mg de enzima.

[0027] En algunas realizaciones, la actividad enzimatica Naglu se incrementa en la regién lumbar. En
ciertas realizaciones, la actividad enzimatica aumentada de Naglu en la regién lumbar es de al menos
aproximadamente 500 nmol/h/mg, 600 nmol/h/mg, 700 nmol/h/mg, 800 nmol/h/mg, 900 nmol/h/mg,
1000 nmol/h/mg, 2000 nmol/h/mg, 3000 nmol/h/mg, 4000 nmol/h/mg, 5000 nmol/h/mg, 6000 nmol/h/mg,
7000 nmol/h/mg, 8000 nmol/h/mg, 9000 nmol/h/mg, o 10.000 nmol/h/mg.

[0028] En algunas realizaciones, los resultados de la administracion intratecal en la intensidad
reducida, la gravedad o la frecuencia, o retraso en la aparicién de al menos un sintoma o caracteristica
del sindrome de Sanfilippo B. En algunas realizaciones, al menos un sintoma o caracteristica de la
enfermedad de San B es pérdida auditiva, desarrollo del habla retardado, déficit de habilidades
motoras, hiperactividad, retraso mental, agresividad y/o trastornos del suefo.

[0029] En algunas realizaciones, la administracion intratecal se realiza una vez cada dos semanas. En
algunas realizaciones, la administracion intratecal tiene lugar una vez al mes. En algunas realizaciones,
la administracion intratecal tiene lugar una vez cada dos meses. En algunas realizaciones, la
administracion intratecal se usa junto con la administracion intravenosa. En algunas realizaciones, la
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administracion intravenosa no es mas frecuente que una vez por semana. En algunas realizaciones, la
administracion intravenosa no es mas frecuente que una vez cada dos semanas. En algunas
realizaciones, la administracion intravenosa no es mas frecuente que una vez al mes. En algunas
realizaciones, la administraciéon intravenosa no es mas frecuente que una vez cada dos meses. En
ciertas realizaciones, la administracion intravenosa es mas frecuente que la administracion mensual, tal
como dos veces por semana, semanalmente, cada dos semanas o dos veces al mes.

[0030] En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas y intratecales se realizan en el
mismo dia. En algunas realizaciones, las administraciones intravenosa e intratecal no se realizan dentro
de una cierta cantidad de tiempo entre si, como no dentro de al menos 2 dias, dentro de al menos 3
dias, dentro de al menos 4 dias, dentro de al menos 5 dias, dentro de al menos 6 dias, dentro de al
menos 7 dias, o dentro de al menos una semana. En algunas realizaciones, las administraciones
intravenosa e intratecal se realizan en un programa alterno, tal como administraciones alternadas
semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes o mensualmente. En algunas realizaciones, una
administracion intratecal reemplaza una administracion intravenosa en un programa de administracion,
tal como en un esquema de administracién intravenosa semanal, cada dos semanas, dos veces al mes,
0 mensualmente, cada tercera o cuarta o quinta administracién en ese esquema puede ser
reemplazada por una administracion intratecal en lugar de una administracion intravenosa.

[0031] En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas y intratecales se realizan
secuencialmente, llevando a cabo administraciones intravenosas primero (por ejemplo, cada semana,
cada dos semanas, dos veces al mes, o dosificacion mensual durante dos semanas, un mes, dos
meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio 0 mas), seguido de administracion
de TI (por semana, semanalmente, dos veces al mes o dos veces por mes por mas de dos semanas,
un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio o0 mas). En algunas
realizaciones, las administraciones intratecal se realizan primero (por ejemplo, semanalmente, cada dos
semanas, dos veces al mes, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses dosificando durante
dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afo 0 mas)
seguido de administracion intravenosa (por ejemplo, semanalmente, cada dos semanas, dos veces al
mes o dos veces por mes durante mas de dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro
meses, cinco meses, seis meses, un afo 0 mas).

[0032] En algunas realizaciones, la administracion intratecal se usa en ausencia de administracion
intravenosa.

[0033] En algunas realizaciones, la administracion intratecal se usa en ausencia de terapia de
inmunosupresores concurrentes.

[0034] En algunas realizaciones, la proteina de fusién Naglu se administra a una concentracién mayor
que aproximadamente 20 mg/ml.

[0035] La presente memoria proporciona proteinas de fusion terapéuticas, incluyendo un dominio
Naglu; un péptido que se une a CI-MPR, y en el que, una vez administrada, la proteina de fusion
terapéutica se dirige a lisosomas y es terapéuticamente activa in vivo.

[0036] En algunas realizaciones, el dominio Naglu comprende una secuencia de aminoacidos de al
menos 70% (por ejemplo, al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 98%) idéntica a la SEQ ID NO: 1
(proteina Naglu humana madura). En algunas realizaciones, el dominio Naglu comprende una
secuencia de aminoacidos idéntica a la SEQ ID NO: 1 (proteina Naglu humana madura). En algunas
realizaciones, el péptido que se une a CI-MPR es un resto de IGF-Il. En algunas realizaciones, el resto
IGF-Il comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 70% (por ejemplo, al menos 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 0 98%) idéntica a IGF-Il humano maduro (SEQ ID NO: 3). En algunas realizaciones, el
resto IGF-Il comprende una secuencia de aminoacidos que incluye los residuos 8-67 del IGF-Il humano
maduro (SEQ ID NO: 3).

[0037] En algunas realizaciones, la proteina de fusién comprende ademas un enlazador entre el
dominio Naglu y el péptido que se une CI-MPR. En algunas realizaciones, el enlazador comprende la
secuencia de aminoacidos de
GAPGGGGGAAAAGGGGGAPGGGGGAAAAGGGGGAPGGGGGAAAAGGGGGAP (SEQ ID NO: 5).

[0038] En algunas realizaciones, el péptido que se une CI-MPR se fusiona directamente o mediante el
engarce a la C-terminal del dominio Naglu. En algunas realizaciones,

[0039] En aun otro aspecto, la presente invencién proporciona proteinas de fusidon terapéuticas
incluyendo secuencia un aminoacido de al menos 70% (por ejemplo, al menos 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 0 98%) idéntica a la SEQ ID NO: 6 (la proteina de fusiéon Naglu-IGF-II de longitud completa), en la
que, una vez administrada, la proteina de fusion terapéutica se dirige a lisosomas y es
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terapéuticamente activa in vivo.

[0040] Como se usa en esta solicitud, los términos "sobre" y "aproximadamente" se utilizan como
equivalentes. Los numeros usados en esta solicitud con o sin sobre/aproximadamente estan destinados
a cubrir cualquier fluctuacion normal apreciada por un experto en la técnica relevante.

[0041] Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la presente invencion son evidentes en la
descripcion detallada siguiente. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcidon detallada, si bien
indica realizaciones de la presente invencion, se da sélo a modo de ilustracion, sin limitacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0042] Los dibujos son para fines de ilustraciéon solamente, y no para limitacion.

La Figura 1 ilustra un rhNaglu, Naglu-IGFIl, Naglu-TAT y Naglu Kif ejemplar, y el resultado del
estudio de prueba de concepto (POC). (n°® de aa/theori mw - numero de aminoacidos y peso
molecular tedrico).

La Figura 2 ilustra un ejemplo de PerT-Naglu y Naglu-ApoE. Estas dos modificaciones de rhNaglu
se produjeron para examinar la enzima transportadora a través de la BBB.

La Figura 3A ilustra una molécula de IGFIl ejemplar que muestra las secuencias amino 8-67 (verde)
como la secuencia de union al receptor de IGF Il (figura modificada de Hashimoto 1995, 20). La
Figura 3B ilustra un receptor M6P/IGF Il ejemplar y sus 15 dominios. Los dominios 3 y 9 (verde)
unen manosa-6-fosfato, mientras que el dominio 5 se une al diéster de manosa-6-fosfato. El dominio
11 (amarillo) se une a IGFIlI (figura modificada de Bohnsack 2009, 22).

La Figura 4 ilustra la producciéon de onda ejemplar del clon Naglu-IGFIl 47dz2-15. La produccién
media de Naglu-IGFIl fue de 0,5 pcd (pictograma por millén de células por dia). GH, cosecha de
crecimiento; H1 a H8, cosecha 1 - 8.

La Figura 5 ilustra un ejemplo de analisis de transferencia Western de las cosechas procedentes de
la produccién de ondas en la Figura 2-5. Los carriles se normalizaron por el volumen de medio de
cultivo.

La Figura 6 ilustra un ejemplo de andlisis de transferencia Western de Naglu-IGFIl antes y después
de la desglicosilacién con PNGasa F. La banda dispersada antes de la digestion con PNGasa F es
la apariencia tipica de proteinas lisosémicas cuando se glicosilan. Tras la digestion con PNGasa F,
la banda proteica se volvié aguda y condensada, una apariencia consistente con la de una cadena
polipeptidica uniforme. El analisis con Naglu anti-humano y anticuerpo anti-IGFIl confirmé que sélo
las moléculas intactas de Naglu-IGFIl se expresaron mediante el clon 47dz2-15. "-", indica el
material de cosecha antes de la administracion de PNGaseF. "+", indica el material de la cosecha
después de la digestion con PNGasa F.

La Figura 7 ilustra un esquema de purificacién ejemplar de Naglu-IGFIl y el gel de SDS-PAGE
ilustra la purificacion escalonada de Naglu-IGFIl a partir de medios acondicionados

La Figura 8 ilustra cristales ejemplares de la proteina Naglu-Kif.

La Figura 9 ilustra una estructura cristalina ejemplar de Naglu representada como un modelo de
dibujos animados. Tres dominios se indican como dominio I, dominio Il y dominio Ill. Los glicanos se
muestran como palos. Los residuos cataliticos son E316 y E446.

La Figura 10 ilustra una estructura trimérica ejemplar de Naglu. Los sitios activos de las tres
moléculas estan marcados.

La Figura 11 ilustra células fibroblasticas primarias ejemplares de humanos normales para el
estudio de interiorizacion celular de rhNaglu y Naglu-IGFIl. La captacion celular de rhNaglu fue
minima, mientras que la captacion celular de Naglu-IGFIl fue muy pronunciada. La curva de
saturante de la internalizacion de Naglu-IGFll indicé una captacion mediada por el receptor. Esta
absorcion fue inhibida por IGFIl, pero no por manosa-6-fosfato.

La Figura 12 representa un estudio microscoépico confocal ejemplar utilizando células de fibroblastos
de paciente Sanfilippo B (GM01426). Se observé una internalizacién extensa de Naglu-IGFll, y la
co-localizaciéon de Naglu-IGFIl con Lamp-1.

La Figura 13 ilustra la actividad ejemplar de Naglu en ratones de tipo salvaje (WT), Naglu -/- (KO) y
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heterocigotos Naglu +/- (Het). La deficiencia total de Naglu en ratén Sanfilippo B se observo en el
cerebro, higado, rifién y bazo.

La Figura 14 representa una vista superior y lateral del cerebro del ratéon para indicar el sitio de
inyeccion de Cl y el plano de corte para los andlisis histolégicos. Grafico medio, una seccién
transversal del cerebro del ratén visto a una magnitud de 1x. El area en caja indica el campo para la
imagen de microscopia 4x en el grafico inferior. Grafico inferior, imagen 4x de diapositiva de
histologia. El recuadro A indica el campo de la imagen de microscopia 40x en las Figuras 15y 16.

La Figura 15 representa una inmunohistoquimica ejemplar de la corteza cerebral en ratones
Sanfilippo B 7 dias después de la inyeccion de Cl 40x. Tanto rhNaglu como Naglu-IGFIl mostraron
extensa captacion celular en las neuronas, asi como en las células gliales, y la distribucién y los
patrones de absorcion celular fueron muy similares entre las dos proteinas. (anticuerpo monoclonal
Naglu anti-humano).

La Figura 16 representa una inmunotincién ejemplar de LAMP-1 de la corteza cerebral 40x. En
comparacion con el cerebro del ratén de tipo salvaje, el aumento del almacenamiento lisosémico fue
obvio en el cerebro del ratén Sanfilippo B tratado con vehiculo, como se demuestra por el aumento
de las manchas positivas a la inmunotransferencia LAMP-1. El cerebro del ratén Sanfilippo B tratado
con rhNalgu y Naglu-IGFIl mostré una reduccién del almacenamiento lisosémico que era muy
similar al ratén de tipo salvaje.

La Figura 17A ilustra una reduccion generalizada de la vacuolacion celular en los tejidos de la
sustancia blanca de ratones deficientes en Naglu administrados por Tl Naglu en relacién con los
mismos ratones deficientes en Naglu que recibieron el vehiculo. La Figura 17B ilustra una reduccién
marcada en la inmunoticcion de la proteina de membrana 1 asociada a los lisosomas (LAMP1) en
los tejidos de la sustancia blanca de ratones deficientes en Naglu administrados por via intratecal
Naglu en relacion con los mismos ratones deficientes de Naglu a los que se les administrd un
vehiculo.

La Figura 18 ilustra y compara cuantitativamente la concentracion de LAMP medida en la corteza
cerebral, el nucleo caudado y el putamen (CP), el tdlamo (TH), el cerebelo (CBL) y la sustancia
blanca (WM) de los ratones deficientes de Naglu a los que se administré Naglu tanto a los ratones
de tipo salvaje como a los ratones deficientes en Naglu a los que se les administré un vehiculo. Las
areas positivas a LAMP en cada area de tejido cerebral analizada se redujeron adicionalmente
después de la administracion intratecal de tres dosis de Naglu durante el transcurso de siete dias
(Figura 18A) con relacion a dos dosis de Naglu durante el transcurso de dos semanas (Figura 18B).

La Figura 19 ilustra un ejemplo de diagrama anatémico medioespacial del SNC humano que se
utiliza como referencia en esta figura, para demostrar el sitio de la inyecciéon de Tl en la rata
canulada con tipo salvaje. La flecha azul indica la localizacién anatomica aproximada de la
inyeccion de Tl en la médula espinal y la flecha roja indica la regién de la corteza cerebral donde se
tomaron los tejidos para el estudio de la inmunohistoquimica.

La Figura 20 ilustra la actividad ejemplar de Naglu en el cerebro después de la inyecciéon TI. La
actividad de Naglu fue significativamente mayor en el cerebro de ratas de tipo salvaje inyectadas
por Naglu-TAT y Naglu-IGFII.

La Figura 21 ilustra la inmunotincion ejemplar de Naglu de la corteza cerebral de la rata canulada
con tipo salvaje tratada con NagTI-TAT, Naglu-IGFIl, Naglu-kif y PerT-Naglu tratada 24 h después
de la inyeccion Tl 20x. Naglu-IGFIl fue la unica proteina que exhibié una amplia distribucion en el
parénquima del cerebro. La captacién celular en neuronas y células gliales también fue evidente en
rata tratada con Naglu-IGFIl. Por otro lado, en los grupos tratados con rhNaglu, Naglu-TAT, Naglu
kif y PerT-Naglu, la proteina sélo permanecié en las meninges (M).

La Figura 22 representa una ampliacién ejemplar de alta potencia de las diapositivas seleccionadas
de la Figura 21. El panel superior, en la rata canulada en tipo salvaje tratada con rhNaglu, rhNaglu
permanecio en las meninges (M) solamente, no se encontré tincion positiva en el parénquima del
cerebro. El panel inferior, en la rata canulada con tipo salvaje tratada con Naglu-IGFll, se observd
una distribucion extensa bien dentro del parénquima del cerebro, y se observé captacion celular en
neuronas y células gliales.

La Figura 23 ilustra la actividad ejemplar de Naglu en el cerebro y el higado 24 horas después de la
ultima inyeccion de TI. Entre los tres grupos tratados, la actividad de Naglu en el cerebro no mostré
diferencias significativas, lo mismo es cierto para la actividad de Naglu en el higado. Este resultado
implicod que la actividad de Naglu detectada en el cerebro y el higado se debié principalmente a la
ultima inyeccion que ocurrié 24 horas antes del sacrificio. No esta claro en este momento por qué
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habia una actividad de Naglu significativamente mayor en el higado comparado a en el cerebro. Un
estudio farmacocinético completo después de la inyeccion de Tl puede ayudar a interpretar la
diferencia.

La Figura 24 ilustra el nivel de GAG total ejemplar en el cerebro y el higado después de la inyeccién
Tl de Naglu-IGFII. EI GAG total en el cerebro de ratones Sanfilippo B tratados con vehiculo exhibié
aumentos progresivos, un reflejo del efecto acumulativo como el envejecimiento de los ratones
Sanfilippo B. Se observo una reduccién estadisticamente significativa de GAG en el cerebro en el
grupo de inyeccion 3x (p <0,05). También se observaron reducciones estadisticamente significativas
de GAG en el higado en grupos de inyeccion 2x y 3x (p <0,05). El cambio mas rapido y drastico del
nivel de GAG en el higado que en el cerebro es un fendmeno que se ha observado en otro modelo
de raton de enfermedad de almacenamiento lisosomico, como el sindrome del cazador
(comunicaciones internas).

La Figura 25 representa la biodistribucion ejemplar de Naglu en el cerebro de ratones Sanfilippo B
después de la inyeccion TI. La tincién inmunofluorescente de Naglu reveld la proteina Naglu-IGFII
sobre las meninges (M) y el parénquima del cerebro. Se observé captacion celular en los grupos de
inyeccion 2x y 3x. G: células gliales.

La Figura 26 ilustra una seccién coronal ejemplar del cerebro de ratdén. Las cajas indican dénde se
tomaron las imagenes para la inmunotincion con LAMP-1. Para demostrar el alcance de la
distribucién y eficacia de la proteina, se seleccionaron la corteza cerebral y los tejidos subcorticales
tales como el nucleo caudado, el talamo y la sustancia blanca para la inmunotinciéon de LAMP1.

La Figura 27 representa una inmunotincién ejemplar de LAMP1 de la corteza cerebral 40x. En
comparacion con el cerebro del raton de tipo salvaje, se observd un aumento del almacenamiento
lisosémico en el cerebro del ratén Sanfilippo B tratado con vehiculo, segun se ve por el aumento de
puntos positivos de inmunotinciéon LAMP1. La reduccién del almacenamiento lisosémico después de
la inyeccién de Naglu-IGFIl Tl fue evidente por el tamafio reducido de puntos positivos de 2x
cerebro de ratén inyectado tratado con Sanfilippo B, y el tamafio reducido y el nimero de puntos
positivos de 3x de cerebro de ratén inyectado tratado de Sanfilippo B.

La Figura 28 representa una inmunotincion ejemplar de LAMP-1 del nucleo caudado, un nucleo
subcortical 40x. Al igual que lo que se observo en la corteza cerebral, se observé un aumento del
almacenamiento lisosémico en el cerebro del raton Sanfilippo B tratado con vehiculo, segun se
observa por el aumento de las manchas positivas de inmunotinciéon LAMP1. La reduccién del
almacenamiento lisosémico después de la inyeccidn de Naglu-IGFIl Tl fue evidente por el tamafio
reducido de puntos positivos de 2x cerebro de ratén inyectado tratado con Sanfilippo B y el tamafio
reducido y el nUmero de puntos positivos de 3x cerebro de ratén inyectado tratado con Sanfilippo B.

La Figura 29 representa una inmunotincion ejemplar de LAMP-1 del tdlamo, un nucleo diencefélico
40x. La reduccién del almacenamiento lisosomico después de la inyeccion de Naglu-IGFII Tl fue
evidente por el tamafio reducido de puntos positivos de 2x cerebro de ratén inyectado tratado con
Sanfilippo B, y el tamafio reducido y el numero de puntos positivos de 3x cerebro de ratén inyectado
tratado Sanfilippo B.

La Figura 30 representa una inmunotincion ejemplar de LAMP-1 de materia blanca 40x. La pista
longitudinal de las fibras del axén de la neurona distingue la materia blanca de las materias grises
presentadas en la Figura 26-29. No obstante, el mismo patrén de aumentos de almacenamiento
lisosémico se pudo observar en el cerebro de ratdon Sanfilippo B tratado con vehiculo en
comparacion con el raton de tipo salvaje. La reduccién del almacenamiento lisosémico después de
la inyecciéon de Naglu-IGFIl Tl fue evidente por el tamafio reducido y el numero reducido de puntos
positivos 2x y 3x cerebro de ratén inyectado tratado Sanfilippo B.

La Figura 31 representa una inmunotincién ejemplar de LAMP-1 de la corteza cerebelosa. Se
observo un efecto similar de la reduccién del almacenamiento lisosémico en la corteza cerebelosa
como en otras areas del cerebro. La morfologia de la corteza cerebelosa fue evidente por las
neuronas granulares densamente pobladas, la capa molecular hipocelular y la capa unica de
neuronas de Purkinje entre las neuronas granulares y la capa molecular. Las neuronas de Purkinje
fueron identificadas por el citoplasma grande y dendritas ocasionales que sobresalian en la capa
molecular.

La Figura 32 ilustra la tincion ejemplar de Naglu en el cerebro, la médula espinal y el higado. En el
cerebro y la médula espinal, Naglu inyectado se detect6é en las meninges (M) sélo por IHC y no se
detecto tincion positiva Naglu en otras regiones. En el higado, las células sinunoidales (S) fueron
Naglu positivas y no se detecto la absorciéon de Naglu en los hepatocitos (H).
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La Figura 33 ilustra la inmunotincion LAMP ejemplar y tincion H&E del higado y la médula espinal.
En comparacion con los animales del vehiculo, la tincion del LAMP se disminuy6 a lo largo en
ambos higados y las médulas espinales tratadas con Naglu. La tincion H&E mostré que
vacuolizacion celular en hepatocitos se redujo evidentemente en el grupo tratado en comparacion
con los animales tratados con vehiculo.

Las Figuras 34A y B ilustran a modo de ejemplo la tincion de H&E del cerebro demostrando mejora
en la morfologia del cerebro después de 6 inyecciones Tl cada dos semanas de perder Naglu
durante 3 meses. En el cerebro tratado, la vacuolizacién celular (flechas) en todas las regiones
examinadas se bajé en comparacion con el grupo de vehiculo.

Las Figuras 35A y B ilustran la inmunotinciéon LAMP ejemplar en diversas regiones del cerebro
después de 6 inyecciones Naglu Tl durante 3 meses. En comparaciéon con el grupo tratado con
vehiculo, administracién de Naglu Tl a ratones Sanfilippo B resultaron en una reduccion de la
actividad lisosomal en todas las regiones examinadas reveladas por inmunotincion LAMP. Esta
reduccion se caracteriza por la disminucion en el numero de células positivas de LAMP, tamafio de
célula mas pequefa y tincion mas ligera. Una reduccion marcada se encontré en el cerebelo y el
tronco cerebral, que se encuentra en la parte caudada del cerebro cerca de la médula espinal, en
comparacion con otras regiones del cerebro. Una reduccion clara también se encontré en las
regiones profundas del cerebro, incluyendo la sustancia blanca, el hipocampo y el talamo.

Las Figuras 36A y B ilustran a modo de ejemplo Iba IHC en diversas regiones del cerebro después
de 6 inyecciones Tl Naglu durante 3 meses, que revel6 la activacion de las células microgliales. En
comparacion con el grupo tratado con vehiculo, ninguna disminucion en el numero de células
positivas y la intensidad de tincién se observo en el grupo tratado con Naglu. Sin embargo, la
morfologia celular de las células microgliales positivas cambiadas con tamafio de célula reducida en
todas las regiones cerebrales examinadas en comparacién con una grande y vacuolada en el grupo
vehiculo (inserciones).

Las Figuras 37A y B ilustran GFAP IHC ejemplar en diversas regiones del cerebro después de 6
inyecciones Tl Naglu durante 3 meses, que reveld la activacion de astrocitos. En comparacion con
el grupo tratado con vehiculo, la tincion positiva de GFAP se redujo en el cerebelo y el tronco
cerebral, y se disminuy6 ligeramente en otras regiones examinadas.

La Figura 38 representa un dispositivo de administracién de farmacos por via intratecal ejemplar
(IDDD).

La Figura 39 representa un sistema de acceso implantable intratecal de perfil bajo PORT-A-CATH®
ejemplar.

La Figura 40 representa un dispositivo de administracién de farmacos por via intratecal ejemplar
(IDDD).

La Figura 41 representa un dispositivo de administracion de farmacos por via intratecal ejemplar
(IDDD), que permite la administracion en el hogar para la terapia de reemplazo enzimatico SNC
(ERT).

La Figura 42 ilustra un diagrama de ejemplo de un dispositivo de administracion de farmacos por via
intratecal (IDDD) con un mecanismo de fijacion.

La Figura 43A representa ubicaciones ejemplares dentro del cuerpo de un paciente donde un IDDD
puede ser colocado; la Figura 43B representa los diversos componentes de un dispositivo de
administracion de farmacos por via intratecal (IDDD); y la Figura 43C representa una ubicacion de
insercion a modo de ejemplo dentro del cuerpo de un paciente para la inyecciéon Tl-lumbar.

DEFINICIONES

[0043] A fin de que la presente invencion se entienda mas facilmente, ciertos términos se definen
primero a continuacion. Definiciones adicionales para los siguientes términos y otros términos se
exponen en toda la memoria.

[0044] Aproximadamente o sobre: Como se usa aqui, el término "aproximadamente" o "sobre", tal
como se aplica a uno o mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de
referencia establecido. En ciertas realizaciones, el término "aproximadamente” o “sobre" se refiere a
una gama de valores que caen dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12 %,
11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, o menos en cualquier direccion (mayor o menor
que) del indicado valor de referencia indicado a menos que se declare de otro modo o sea de otro



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2643015713

modo evidente por el contexto (excepto cuando tal numero excedera de 100% de un valor posible).

[0045] Mejora: Tal como se usa aqui, el término "mejora" significa la prevencion, la reduccion o la
paliacion de un estado, o la mejora del estado de un sujeto. Mejora incluye, pero no requiere la
recuperacion completa o prevencién completa de un estado de enfermedad (por ejemplo, sindrome de
Sanfilippo B). En algunas realizaciones, la mejora incluye el aumento de los niveles de proteina
relevante o su actividad (por ejemplo, Naglu) que es deficiente en tejidos enfermos relevantes.

[0046] Activo biolégicamente: Tal como se usa aqui, la frase "biolégicamente activo" se refiere a una
caracteristica de cualquier agente que tiene actividad en un sistema biolégico, y en particular en un
organismo. Por ejemplo, un agente que, cuando se administra a un organismo, tiene un efecto bioldgico
sobre ese organismo, se considera que es biolégicamente activo. En realizaciones particulares, cuando
una proteina o polipéptido es biolégicamente activo, una parte de esa proteina o polipéptido que
comparte al menos una actividad biolégica de la proteina o polipéptido se refiere tipicamente como una
porcién "biolégicamente activa".

[0047] Receptor independiente de cationes de manosa-6-fosfato (CI-MPR): Tal como se usa aqui, el
término "receptor independiente de cationes manosa-6-fosfato (CI-MPR)" se refiere a un receptor
celular que se une a etiquetas de manosa-6-fosfato (M6P) sobre los precursores de hidrolasa de &cido
en el aparato de Golgi que estan destinados para el transporte al lisosoma. Ademas de manosa-6-
fosfato, el CI-MPR también une otras proteinas incluyendo IGF-Il. También se conoce el CI-MPR como
"receptor M6P/IGF-II", "receptor CI-MPR/IGF-II", "receptor de IGF-II" o "receptor IGF2". Estos términos
y abreviaturas de los mismos se utilizan indistintamente en este documento.

[0048] Terapia inmunosupresora concurrente: Tal como se usa aqui, el término “terapia
inmunosupresora concurrente" incluye cualquier terapia inmunosupresora utilizada como pre-
tratamiento, de preacondicionamiento o en paralelo a un método de tratamiento.

[0049] Diluyente: Tal como se usa aqui, el término "diluyente" se refiere a una sustancia de dilucion util
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, seguro y no téxico para la administracién a un ser humano)
para la preparacion de una formulacion reconstituida. Diluyentes ejemplares incluyen agua estéril, agua
bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una soluciéon de pH tamponado (por ejemplo, solucién salina
tamponada con fosfato), solucion salina estéril, soluciéon de Ringer o soluciéon de dextrosa.

[0050] Forma de dosificacion: Tal como se usa aqui, los términos "forma de dosificacion" y "forma de
dosificacién unitaria" se refieren a una unidad fisicamente discreta de una proteina terapéutica para el
paciente a tratar. Cada unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado. Se entenderd, sin embargo, que la dosis total de la composicion
sera decidida por el médico asistente dentro del alcance del juicio médico.

[0051] Terapia de sustitucién enzimatica (ERT): Tal como se utiliza aqui, el término "terapia de
reemplazo de enzimas (ERT)" se refiere a cualquier estrategia terapéutica que corrige una deficiencia
de la enzima, proporcionando la enzima que falta. En algunas realizaciones, la enzima que falta es
proporcionada por la administracion intratecal. En algunas realizaciones, la enzima que falta se
proporciona mediante la infusién en torrente sanguinea. Una vez administrada, la enzima es absorbida
por las células y se transporta a los lisosomas, donde la enzima actua para eliminar el material que se
ha acumulado en los lisosomas debido a la deficiencia de la enzima. Tipicamente, para que sea eficaz
la terapia de reemplazo de la enzima lisosomal, la enzima terapéutica se suministra a los lisosomas en
las células apropiadas en los tejidos diana, donde el defecto de almacenamiento es manifiesto.

[0052] Mejorar, aumentar o reducir: Tal como se usa en el presente documento, los términos "mejorar”,
"aumentar" o "reducir", o equivalentes gramaticales, indican valores relativos a una medicién de linea
de base, tales como una medicién en el mismo individuo antes de la iniciacion del tratamiento descrito
en el presente documento, o una medicion en un individuo de control (o multiples individuos de control)
en la ausencia del tratamiento descrito en el presente documento. Un "individuo de control" es un
individuo aquejado de la misma forma de la enfermedad de almacenamiento lisosomal (por ejemplo,
sindrome de Sanfilippo B) como el individuo que esté siendo tratado, que es de aproximadamente la
misma edad que el individuo que se esta tratando (para garantizar que sean comparables las etapas de
la enfermedad en el individuo tratado y el individuo de control).

[0053] Individuo, sujeto, paciente: Tal como se usa en este documento, los términos "sujeto",
"individuo" o "paciente" se refiere a un ser humano o un sujeto mamifero no humano. El individuo
(también referido como "paciente" o "sujeto") que esta siendo tratado es un individuo (feto, nifio,
adolescente o adulto humano) que sufre de una enfermedad, por ejemplo, sindrome de Sanfilippo B.

[0054] Administracion intratecal: Tal como se usa aqui, el término "administracion intratecal" o
"inyeccion intratecal" se refiere a una inyeccion en el canal espinal (espacio intratecal alrededor de la
médula espinal). Varias técnicas pueden ser usadas incluyendo, sin limitaciéon, inyeccion
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cerebroventricular lateral a través de un trepanado o puncion cisternal o lumbar o similares. En algunas
realizaciones, "administracion intratecal" o "entrega intratecal", de acuerdo con la presente invencion se
refiere a la administracion de Tl o la entrega a través de la zona lumbar o la region, es decir, la
administracion de Tl lumbar o entrega. Tal como se utiliza aqui, el término "regién lumbar" o "zona
lumbar" se refiere a la zona entre las vértebras tercera y cuarta lumbares (espalda baja) y, mas
inclusiva, la regién L2-S1 de la columna vertebral.

[0055] Enlazador: Tal como se usa aqui, el término "enlazador" se refiere a, en una proteina de fusion,
una secuencia de aminoacidos distinta de la que aparece en una posicion particular en la proteina
natural y generalmente se disefia para ser flexible o interponerse una estructura, tal como un a-hélice,
entre dos restos de proteinas. Un enlazador también se conoce como un espaciador.

[0056] Enzima lisosomal: Tal como se usa aqui, el término "enzima lisosomal" se refiere a cualquier
enzima que es capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de mamiferos o que
pueden rescatar o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad de almacenamiento lisosomal. El
término "enzima lisosomal" incluye tanto enzimas de tipo salvaje como lisosomales modificados. Las
enzimas lisosomales pueden producirse usando métodos recombinantes y sintéticos o purificados a
partir de fuentes de la naturaleza.

[0057] Deficiencia de enzimas lisosomales: Tal como se usa en este documento, "deficiencia de la
enzima lisosomal" se refiere a un grupo de trastornos genéticos que resultan de la deficiencia en al
menos una de las enzimas que se requieren para romper las macromoléculas (por ejemplo, substartes
enzimaticos) hacia abajo a péptidos, aminoacidos, monosacaridos, acidos nucleicos y acidos grasos en
los lisosomas. Como resultado, los individuos que sufren de deficiencias de enzimas lisosémicas han
acumulado materiales en diversos tejidos (por ejemplo, SNC, higado, bazo, intestino, paredes de los
vasos sanguineos y otros érganos).

[0058] Enfermedad del almacenamiento lisosémico: Tal como se usa aqui, el término "enfermedad de
almacenamiento lisosomal" se refiere a cualquier enfermedad resultante de la deficiencia de una o mas
enzimas lisosomales necesarias para metabolizar macromoléculas naturales. Estas enfermedades
tipicamente resultan en la acumulaciéon de moléculas no degradadas en los lisosomas, resultando en un
mayor numero de granulos de almacenamiento (también denominados vesiculas de almacenamiento).
Estas enfermedades y diversos ejemplos se describen con mas detalle a continuacion.

[0059] Polipéptido: Como se usa en este documento, un "polipéptido”, en general, es una cadena de al
menos dos aminoacidos unidos entre si por un enlace peptidico. En algunas realizaciones, un
polipéptido puede incluir al menos 3-5 aminoacidos, cada uno de los cuales est4 unido a otros por
medio de al menos un enlace peptidico. Aquellos de experiencia ordinaria en la técnica apreciaran que
los polipéptidos a veces incluyen aminoacidos "no naturales" u otras entidades que, sin embargo son
capaces de integrarse en una cadena de polipéptido, opcionalmente.

[0060] Enzima de sustitucion: Segun se usa aqui, el término "enzima de sustitucion" se refiere a
cualquier enzima que puede actuar para reemplazar al menos en parte la enzima deficiente o que falta
en una enfermedad a tratar. En algunas realizaciones, el término "enzima de sustitucion" se refiere a
cualquier enzima que puede actuar para reemplazar al menos en parte la enzima lisosomal deficiente o
que falta en una enfermedad de almacenamiento lisosomal que va a tratarse. En algunas realizaciones,
una enzima de sustitucion es capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de
mamiferos o que pueden rescatar o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad de almacenamiento
lisosomal. El término "enzima de sustitucion" incluye tanto enzimas de tipo salvaje como lisosomales
modificados. Enzimas de reemplazo pueden producirse usando métodos recombinantes y sintéticos o
purificados a partir de fuentes de la naturaleza. Una enzima de sustitucién puede ser una enzima
recombinante, sintética, activada por genes, o natural.

[0061] Soluble: Como se usa aqui, el término "soluble" se refiere a la capacidad de un agente
terapéutico para formar una solucién homogénea. En algunas realizaciones, la solubilidad del agente
terapéutico en la solucidn en la que se administra y por la que se transporta al sitio diana de la accién
(por ejemplo, las células y tejidos del cerebro) es suficiente para permitir la administracion de una
cantidad terapéuticamente eficaz del agente terapéutico al sitio diana de accion. Varios factores pueden
afectar a la solubilidad de los agentes terapéuticos. Por ejemplo, los factores relevantes que pueden
afectar la solubilidad de proteinas incluyen la fuerza iénica, secuencia de aminoacidos y la presencia de
otros agentes co-solubilizantes o sales (por ejemplo, sales de calcio). En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas se formulan de tal manera que las sales de calcio estan excluidas de
tales composiciones. En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos son solubles en su
composicion farmacéutica correspondiente. Se apreciara que, mientras que las soluciones isoténicas
generalmente se prefieren para medicamentos administrados por via parenteral, el uso de soluciones
isoténicas puede limitar una solubilidad adecuada para algunos agentes terapéuticos y, en particular,
algunas proteinas y/o enzimas. Soluciones ligeramente hiperténicas (por ejemplo, hasta 175 mM de
cloruro de sodio en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) y soluciones que contienen azucar (por ejemplo,
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hasta 2% de sacarosa en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) se han demostrado ser bien toleradas en los
monos. Por ejemplo, la composicién de formulacion de bolo SNC mas comun aprobada es solucion
salina (150 mM NaCl en agua).

[0062] Estabilidad: Como se usa aqui, el término "estable" se refiere a la capacidad del agente
terapéutico (por ejemplo, una enzima recombinante) para mantener su eficacia terapéutica (por
ejemplo, la totalidad o la mayor parte de su actividad biolégica prevista y/o integridad fisico-quimica)
durante periodos prolongados de tiempo. La estabilidad de un agente terapéutico, y la capacidad de la
composicion farmacéutica para mantener la estabilidad de dicho agente terapéutico, se pueden evaluar
durante largos periodos de tiempo (por ejemplo, durante al menos 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36 meses o
mas). En general, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se han
formulado de tal manera que son capaces de estabilizar, o alternativamente retardar o prevenir la
degradacion, de uno o mas agentes terapéuticos formulado con el mismo (por ejemplo, proteinas
recombinantes). En el contexto de una formulacién de una formulacion estable es una en la que el
agente terapéutico retiene en ella esencialmente su integridad fisica y/o quimica y la actividad bioldgica
durante el almacenamiento y durante los procesos (tales como congelacién/descongelacién, mezcla
mecanica Yy liofilizacién). La estabilidad de la proteina puede ser medida por la formacién de agregados
(HMW) de alto peso molecular, la pérdida de la actividad enzimatica, la generacion de fragmentos de
péptidos y el desplazamiento de los perfiles de carga.

[0063] Sujeto: Como se usa aqui, el término "sujeto” se refiere a cualquier mamifero, incluyendo seres
humanos. En ciertas realizaciones de la presente invencion, el sujeto es un adulto, un adolescente o un
bebé.

[0064] Homologia sustancial: La frase "homologia sustancial" se utiliza aqui para referirse a una
comparacion entre secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos. Como se apreciara por los
expertos ordinarios en la técnica, dos secuencias son generalmente consideradas para ser
"sustancialmente homodlogas" si contienen residuos homodlogos en las posiciones correspondientes.
Residuos homélogos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los residuos homélogos pueden
ser residuos no idénticos con caracteristicas estructurales y/o funcionales apropiadamente similares.
Por ejemplo, como es bien sabido por los expertos ordinarios en la técnica, ciertos aminoacidos se
clasifican tipicamente como aminoacidos "hidréfobo" o "hidréfilo" y/o como por tener cadenas laterales
"polares" o "no polares". La sustitucion de aminoacido por otro del mismo tipo a menudo se puede
considerar una sustitucion "homologa".

[0065] Como es bien conocido en esta técnica, secuencias de aminoacidos o de acido nucleico pueden
compararse utilizando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluyendo los disponibles en
programas de ordenador comerciales tales como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP,
BLAST en hueco, y PSI-BLAST para secuencias de aminoacidos. Tales programas ejemplares se
describen en Altschul, et al., Basic local alignment search tool, J. Mol. Biol., 215 (3): 403-410, 1990;
Altschul, et al, Methods in Enzymology; Altschul, et al, "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997; Baxevanis,
et al, Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley, 1998; y Misener, et
al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana
Press, 1999. Ademas de identificar secuencias homélogas, los programas mencionados anteriormente
tipicamente proporcionan una indicacion del grado de homologia. En algunas realizaciones, dos
secuencias se consideran sustancialmente homoélogas cuando al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 mas de sus restos
correspondientes son homélogas en un tramo correspondiente de residuos. En algunas realizaciones,
el tramo pertinente es una secuencia completa. En algunas realizaciones, el tramo pertinente es al
menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200,
225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o mas residuos.

[0066] /dentidad sustancial: La frase "identidad sustancial® se utiliza aqui para referirse a una
comparacion entre secuencias de aminodacidos o de acidos nucleicos. Como se apreciara por los
expertos ordinarios en la técnica, dos secuencias son generalmente consideradas para ser
"sustancialmente idénticas" si contienen residuos idénticos en posiciones correspondientes. Como es
bien conocido en esta técnica, secuencias de aminoacidos o de acido nucleico pueden ser comparadas
utilizando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluyendo los disponibles en programas de
ordenador comerciales tales como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, BLAST con
espacios, y PSI-BLAST para secuencias de aminoacidos. Los ejemplos de tales programas se
describen en Altschul, et al., Basic local alignment search tool, J. Mol. Biol., 215 (3): 403-410, 1990;
Altschul, et al, Methods in Enzymology. ; Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, 1997;
Baxevanis et al, Bioinformatics : A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley, 1998; y
Misener, et al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132),
Humana Press, 1999. Ademas de la identificacion de secuencias idénticas, los programas mencionados
anteriormente tipicamente proporcionan una indicacion del grado de la identidad. En algunas
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realizaciones, dos secuencias se consideran sustancialmente idénticas si al menos el 50%, 55% 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de sus
correspondientes residuos son idénticos en un tramo correspondiente de residuos. En algunas
realizaciones, el tramo pertinente es una secuencia completa. En algunas realizaciones, el tramo
pertinente es al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125,
150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o mas residuos.

[0067] LCR sintético: Como se usa aqui, el término "LCR sintético" se refiere a una solucion que tiene
pH, composicién de electrolito, el contenido de glucosa y osmalaridad consistente con el liquido
cefalorraquideo. LCR sintético también se conoce como LCR artificial. En algunas realizaciones, LCR
sintético es la solucién B de Elliott.

[0068] Adecuado para la administracion de SNC: Como se usa aqui, la frase "adecuado para la
administracion SNC" o "adecuado para la administracion intratecal" que se refiere a las composiciones
farmacéuticas descritas en este documento generalmente se refiere a la estabilidad, tolerabilidad y
propiedades de solubilidad de tales composiciones, asi como la capacidad de tales composiciones para
suministrar una cantidad eficaz del agente terapéutico contenido en el mismo al sitio diana de entrega
(por ejemplo, el LCR o el cerebro).

[0069] Tejidos diana: Como se usa aqui, el término "tejidos diana" se refiere a cualquier tejido que es
afectado por la enfermedad de almacenamiento lisosomal a ser tratada o cualquier tejido en el que se
expresa normalmente la enzima lisosomal deficiente. En algunas realizaciones, los tejidos diana
incluyen aquellos tejidos en los que hay una cantidad detectable o anormalmente alta de sustrato de la
enzima, por ejemplo almacenado en los lisosomas celulares del tejido, en pacientes que padecen o
susceptibles a la enfermedad de almacenamiento lisosomal. En algunas realizaciones, los tejidos diana
incluyen aquellos tejidos que muestran enfermedad asociada a patologia, sintoma o caracteristica. En
algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que la enzima lisosomal
deficiente se expresa normalmente en un nivel elevado. Como se usa en este documento, un tejido
diana puede ser un tejido diana cerebral, un tejido diana de la médula espinal y/o un tejido periférico
diana. Tejidos diana ejemplares se describen en detalle a continuacion.

[0070] Resto terapéutico: Como se usa aqui, el término "resto terapéutico" se refiere a una porcion de
una molécula que produce el efecto terapéutico de la molécula. En algunas realizaciones, un resto
terapéutico es un polipéptido que tiene actividad terapéutica. Por ejemplo, un resto terapéutico puede
ser un polipéptido que puede sustituir a una proteina Naglu natural. En algunas realizaciones, un resto
terapéutico puede ser un polipéptido que se puede rescatar a uno o mas fenotipos asociados con la
deficiencia de Naglu. En algunas realizaciones, un resto terapéutico puede tratar uno o0 mas sintomas
en un paciente el sindrome de Sanfilippo B.

[0071] Cantidad terapéuticamente eficaz: Como se usa aqui, el término "cantidad terapéuticamente
eficaz" se refiere a una cantidad de una proteina terapéutica (por ejemplo, Naglu) que confiere un
efecto terapéutico sobre el sujeto tratado, a una relacién beneficio/riesgo razonable aplicable a
cualquier tratamiento médico. El efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir, medible por alguna
prueba o marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto da una indicacién de o siente un efecto). En
particular, la "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de una proteina terapéutica o
composicion eficaz para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o condicidon deseada, o para mostrar
un efecto terapéutico o preventivo detectable, tal como por mejorar sintomas asociados con la
enfermedad, prevenir o retrasar la aparicion de la enfermedad, y/o también la disminucién de la
gravedad o frecuencia de los sintomas de la enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz se
administra comunmente en un régimen de dosificacion que puede comprender multiples dosis unitarias.
Para cualquier proteina terapéutica particular, una cantidad terapéuticamente eficaz (y/o una unidad de
dosis adecuada dentro de un régimen de dosificaciéon eficaz) puede variar, por ejemplo, dependiendo
de la ruta de administracién, de combinacién con otros agentes farmacéuticos. Ademas, la cantidad
especifica terapéuticamente eficaz (y/o dosis unitaria) para cualquier paciente particular puede
depender de una variedad de factores incluyendo el trastorno a tratar y la gravedad del trastorno; la
actividad del agente farmacéutico especifico empleado; la composicidon especifica empleada; la edad,
peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracién, via de
administracion, y/o la velocidad de excrecién o metabolismo de la proteina de fusion especifico
empleado; la duracion del tratamiento; y factores similares como es bien conocido en las técnicas
médicas.

[0072] Tolerable: Como se usa en el presente documento, los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se
refieren a la capacidad de composiciones farmacéuticas para no provocar una reaccién adversa en el
sujeto al que se administra dicha composiciéon, o alternativamente no para provocar una reaccién
adversa grave en el sujeto al que se administra dicha composicion. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento son bien toleradas por el sujeto al
que tales composiciones se administran.
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[0073] Tratamiento: Como se utiliza aqui, el término "tratamiento" (también "tratar" o "tratamiento") se
refiere a cualquier administracion de una proteina terapéutica (por ejemplo, enzima lisosomal) que
parcial o completamente alivia, mejora, inhibe, retrasa la aparicién de, reduce la severidad de y/o
reduce la incidencia de uno o mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad particular, trastorno
y/o estado (por ejemplo, sindrome de Sanfilippo B). Tal tratamiento puede ser de un sujeto que no
presenta signos de la enfermedad pertinente, trastorno y/o afeccion y/o de un sujeto que exhibe sélo los
signos tempranos de la enfermedad, trastorno, y/o condicion. Alternativa o adicionalmente, dicho
tratamiento puede ser de un sujeto que exhibe uno o mas signos establecidos de la enfermedad
pertinente, trastorno y/o afeccion.

DESCRIPCION DETALLADA

[0074] Entre otras cosas, la presente especificacion proporciona métodos y composiciones de
tratamiento por de sindrome Sanfilippo de tipo B (Sanfilippo B), por, por ejemplo, administraciéon
intratecal (TI) de una proteina Naglu. Una proteina Naglu adecuada puede ser una proteina
recombinante de genes activados o natural. En algunas realizaciones de la invencion, una proteina
Naglu adecuada es una proteina Naglu recombinante que contiene oligosacaridos bis-fosforilados que
tienen mayor afinidad de unién a la CI-MPR. En otras realizaciones de la invencién, una proteina Naglu
recombinante es una proteina de fusién que contiene un dominio Naglu y un péptido que se une ClI-
MPR de una manera manosa-6-fosfato-independiente. En algunas realizaciones, el péptido que se une
CI-MPR es un resto IGF-II.

[0075] Se describen varios aspectos de la invencion en detalle en las siguientes secciones. El uso de
secciones no tiene la intencion de limitar la invencién. Cada seccion puede aplicarse a cualquier
aspecto de la invencion. En esta aplicacién, el uso de "o0" significa "y/o" a menos que se indique lo
contrario.

Proteinas de fusién terapéuticas

[0076] Segun la presente invencion, las proteinas de fusion terapéuticas adecuadas para el tratamiento
de la enfermedad de Sanfilippo B puede incluir un dominio Naglu (también referido como un resto
terapéutico) y un péptido que se une CI-MPR en un manosa-6-fosfato de manera independiente.

Dominio Naglu

[0077] Un dominio Naglu adecuado de acuerdo con la presente invencion puede ser cualquier molécula
0 una porcion de una molécula que puede sustituir por la actividad de proteina Naglu de origen natural
o de rescate uno o mas fenotipos o sintomas asociados con deficiencia de Naglu. En algunas
realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la invencién es un polipéptido que tiene un N-
terminal y un C-terminal y una secuencia de aminodacidos sustancialmente similares o idénticos a
madurar proteina de Naglu humano.

[0078] Tipicamente, Naglu humano se produce como una molécula de precursor que se procesa a una
forma madura. Este proceso se produce generalmente mediante la eliminacion del péptido sefial de 23
aminoacidos cuando la proteina entra en el reticulo endoplasmico. Tipicamente, la forma precursora
también se conoce como precursor de longitud completa o proteina Naglu de longitud completa, que
contiene 743 aminoacidos. Los N-terminales 23 aminoacidos se escinden cuando la proteina
precursora entra en el reticulo endoplasmatico, lo que resulta en una forma madura. Por lo tanto, se
contempla que los N-terminales 23 aminoacidos generalmente no se requieren para la actividad de la
proteina Naglu. Las secuencias de aminoacidos de la forma madura (SEQ ID NO: 1) y precursor de
longitud completa (SEQ ID NO: 2) de una proteina de Naglu humana de tipo salvaje tipica o de origen
natural se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Naglu humana

Forma DEAREAAAVRALVARLLGPGPAADFSVSVERALAAKPGLDTYSLGGGGAARVRY
madura RGSTGVARAAGLHRYLRDFCGCHVAWSGSOLRLPRPLPAVPGELTEATPNRYRY
YONVCTQSY SFVWWDWARWERE I DWMALNGINLALAWSGQEAIWQRVYLALGLT
QAEINEFFTGPAFLAWGRMGNLHTWDGPLPPSWHIKQLYLQHRVLDQMRSFGMT
PVLPAFAGHVPEAVTRVFPQVNVTKMGSWGHFNCSYSCSFLLAPEDPIFPIIGS
LFLRELIKEFGTDHIYGADTFNEMQPPSSEPSYLAAATTAVYEAMTAVDTEAVIW
LLOGWLFQHQOPOFWGPAQIRAVLGAVPRGRLLVLDLFAESQPVYTRTASFQGQP
FIWCMLHNFGGNHGLFGALEAVNGGPEAARLFPNSTMVGTGMAPEGI SQNEVVY
SLMAELGWRKDPVPDLAAWVTSFAARRYGVSHPDAGAAWRLLLRSVYNCSGEAC
RGHNRSPLVRRPSLOMNTSIWYNRSDVFEAWRLLLTSAPSLATSPAFRYDLLDL
TRQAVQELVSLYYEEARSAYLSKELASLLRAGGVLAYELLPALDEVLASDSRFL
LGSWLEQARAAAVSEAEADFYEQNSRYQLTLWGPEGNILDYANKQLAGLVANYY
TPRWRLFLEALVDSVAQGI PFQQHQFDKNVFQLEQAFVLSKQRYPSQPRGDTVD
LAKKIFLKYYPRWVAGSW (SEQ ID NO:1)
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Precursor de | MEAVAVAAAVGVLLLAGAGGAAGDEAREAAAVRALVARLLGPGPAADFST
longitud ALAARKPGLDTYSLGGGGAARVRVRGSTGVAARAGLHRY LRDFCGCHVAWY
completa RLPRPLPAVPGELTEATPNRYRYYQNVCTQSYSFVWWDWARWERE I DWMZ
NLALAWSGQOEAIWQRVYLALGLTQAE INEFFTGPAFLAWGRMGNLHTWD(
SWHIKQLYLOHRVLDOMRSFGMTPVLPAFAGHVPEAVTRVEPQVNVTKM(
FNCSYSCSFLLAPEDPIFPIIGSLFLRELIKEFGTDHIYGADTFNEMQPH
SYLAAATTAVYEAMTAVDTEAVWLLOGWLFQHQPQFWGPAQIRAVLGAVE
LVLDLFAESQPVYTRTASFQGOPFIWCMLHNFGGNHGLFGALEAVNGGPH
FPNSTMVGTGMAPEGISONEVVYSLMAELGWRKDPVPDLAAWVTSFAARH
HPDAGAAWRLLLRSVYNCSGEACRGHNRSPLVRRPSLOMNTSIWYNRSDY
RLLLTSAPSLATSPAFRYDLLDLTRQAVQELVSLYYEEARSAYLSKELAY
GGVLAYELLPALDEVLASDSRFLLGSWLEQARAAAVSEAEADFYEQNSRY
WGPEGNILDYANKQLAGLVANYYTPRWRLFLEALVDSVAQGI PFQQHQFI
QLEQAFVLSKQRYPSQPRGDTVDLAKKIFLKYYPRWVAGSW (SEQ ID
NO:2)

[0079] Por lo tanto, en algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion
es la proteina madura de Naglu humano (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, un resto
terapéutico adecuado puede ser un homélogo o un andlogo de la proteina madura de Naglu humana.
Por ejemplo, un homdlogo o un analogo de la proteina madura de Naglu humana puede ser una
proteina madura de Naglu humana que contiene una o mas sustituciones de aminoacidos, deleciones,
e/o inserciones modificadas en comparacion con proteinas de Naglu de tipo salvaje o de origen natural
(por ejemplo, SEQ ID NO: 1), al tiempo que se conserva una actividad de proteina Naglu sustancial.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion es
sustancialmente homodlogo a proteina madura de Naglu humano (SEQ ID NO: 1). En algunas
realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencién tiene una secuencia de
aminoacidos de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92 %, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologa a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, un resto
terapéutico adecuado para la presente invenciéon es sustancialmente idéntico a proteina madura de
Naglu humano (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la
presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92 %, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o més idéntica a la SEQ ID NO: 1.
En algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion contiene un
fragmento o una porcidon de la proteina madura de Naglu humana.

[0080] Alternativamente, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion es de longitud
completa de proteina Naglu. En algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado puede ser un
homodlogo o un analogo de la proteina Naglu humana de longitud completa. Por ejemplo, un homdélogo
o un analogo de la proteina Naglu humana de longitud completa puede ser una proteina modificada de
Naglu humana de longitud completa que contiene una o mas sustituciones de aminoacidos, deleciones
y/o inserciones en comparacion con proteina Naglu de tipo salvaje o de origen natural de longitud
completa (por ejemplo, SEQ ID NO: 2), al tiempo que conserva una actividad sustancial de proteina
Naglu. Por lo tanto, en algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion
es sustancialmente homologa a la proteina Naglu humana de longitud completa (SEQ ID NO: 2). En
algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion tiene una secuencia
de aminoacidos de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92 %, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homodloga a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, un
resto terapéutico adecuado para la presente invencion es sustancialmente idéntica a SEQ ID NO: 2. En
algunas realizaciones, un resto terapéutico adecuado para la presente invencion tiene una secuencia
de aminoacidos de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92 %, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, un resto
terapéutico adecuado para la presente invencion contiene un fragmento o una porcién de la proteina
Naglu humana de longitud completa. Tal como se usa en el presente documento, una proteina Naglu
de longitud completa contiene tipicamente secuencia de péptido sefal.

[0081] En algunas realizaciones, una proteina terapéutica incluye un resto de direccionamiento (por
ejemplo, una secuencia diana de lisosomas) y/o un péptido que penetra la membrana. En algunas
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realizaciones, una secuencia diana y/o un péptido que penetra la membrana es una parte intrinseca de
la fraccion terapéutica (por ejemplo, a través de un enlace quimico, a través de una proteina de fusion).
En algunas realizaciones, una secuencia diana contiene un resto manosa-6-fosfato. En algunas
realizaciones, una secuencia diana que contiene un resto de IGF-I. En algunas realizaciones, una
secuencia diana que contiene un resto de IGF-II.

Dominio diana lisosomal

[0082] En algunas realizaciones, un dominio terapéutico (es decir, un dominio Naglu) se modifica para
facilitar focalizacion lisosémica. Por ejemplo, un dominio Naglu adecuado puede estar fusionado a un
péptido que se une CI-MPR, que puede apuntar al dominio Naglu a los lisosomas de una manera
manosa-6-fosfato-independiente.

[0083] En algunas realizaciones, un péptido que se une CI-MPR se deriva de factor de crecimiento
humano de tipo insulina Il (IGF-Il). En algunas realizaciones, una etiqueta GILT es una IGF-Il humana
madura de tipo salvaje o de origen natural (SEQ ID NO: 3).

IGF-Il humana madura (SEQ ID NO: 3)
AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRVSRRSRGIVEECCFR SCDLALLETYCATPAKSE

[0084] En algunas realizaciones, un péptido que se une CI-MPR es una IGF-ll humana madura
modificada que contiene sustituciones de aminodacidos, inserciones o deleciones. En algunas
realizaciones, una etiqueta GILT tiene una secuencia de al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 0 99% idéntica a la secuencia de IGF-Il humana madura (SEQ ID NO: 3).
En algunas realizaciones, un péptido que se une CI-MPR es un fragmento de IGF-Il humana madura.
En realizaciones particulares, un péptido que se une CI-MPR contiene los aminoacidos 8-67 de IGF-II
humana madura (SEQ ID NO: 3). En algunas realizaciones, un péptido que se une CI-MPR contiene
una delecion N-terminal, C-terminal o interna. Por ejemplo, un péptido que se une CI-MPR contiene una
delecion de aminoéacidos en el extremo N-terminal (por ejemplo, ® 2-7) de IGF-Il humana madura (SEQ
ID NO: 3). En algunas realizaciones, un péptido que se une CI-MPR es un péptido IGF-lIl humano
modificado que ha disminuido afinidad de unién para otros receptores, tales como el receptor de IGF-I,
en comparacion con la IGF-Il humana de origen natural.

[0085] Varios otros restos lisosdmicos son conocidos en la técnica. Por ejemplo, ciertos restos de
focalizacién lisosomal basados en péptidos se describen en la Patente de Estados Unidos N°
7.396.811, 7.560.424, y 7.629.309.; Publicacion de Solicitud de Estados Unidos N°° 2003-0082176,
2004-0006008, 2003-0072761, 20040005309, 2005-0281805, 2005-0244400, y las publicaciones
internacionales WO 03/032913, WO 03/032727, WO 02/087510, WO 03/102583, WO 2005/078077,
WO/2009/137721.

Enlazador o espaciador

[0086] Un péptido que se une CI-MPR puede fusionarse al extremo N-terminal o C-terminal de un
polipéptido que codifica el dominio Naglu. El péptido que se une CI-MPR puede fusionarse
directamente al polipéptido de enzima lisosomica o se puede separar del polipéptido de enzima
lisosémica mediante un enlazador o un espaciador. Un enlazador de aminoacido o separador esta
generalmente disefiado para ser flexible o interponer una estructura, tal como una hélice alfa, entre los
dos restos de proteinas. Un enlazador o espaciador puede ser relativamente corto, tal como la
secuencia GGGGGAAAAGGGG (SEQ ID NO: 4), GAP, GGGGGP (SEQ ID NO: 7), o puede ser mas
largo, tal como, por ejemplo, 10-50 (por ejemplo, 10-20, 10-25, 10-30, 10-35, 10-40, 10-45, 10-50)
aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones, diferentes secuencias de engarce corto pueden
estar presentes en repeticiones en tandem. Por ejemplo, un ligador adecuado puede contener la
secuencia de aminoacidos de GGGGGAAAAGGGG (SEQ ID NO: 4) presentes en repeticiones en
tandem. En algunas realizaciones, tales como enlazador puede contener ademas una o mas
secuencias GAP, que enmarca la secuencia de GGGGGAAAAGGGG (SEQ ID NO: 4). Por ejemplo, un
ligador adecuado puede contener secuencia de aminoacidos de
GAPGGGGGAAAAGGGGGAPGGGGGAAAAGGGGGAPGGGGGAAAAGGGGGAP (SEQ ID NO: 5).

[0087] En algunas realizaciones, un enlazador o espaciador adecuado puede contener una secuencia
al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, o0 99% idéntica a la secuencia
de SEQ ID NO: 5.

[0088] En algunas realizaciones, una proteina Naglu recombinante adecuada para la presente
invencién puede contener residuos de M6P. En algunas realizaciones, una proteina Naglu
recombinante adecuada para la presente invencién puede contener oligosacaridos a-bis-fosforilados
que tienen mayor afinidad de unién a CI-MPR. En algunas realizaciones, una enzima adecuada
contiene hasta aproximadamente un promedio de alrededor de al menos 20% de oligosacaridos bis-
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fosforilados por la enzima. En otras realizaciones, una enzima adecuada puede contener
aproximadamente 10%, 15%, 18%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% de
oligosacaridos bis-fosforilados por enzima. Mientras que tales oligosacaridos bis-fosforilados pueden
ser naturalmente presentes en la enzima, hay que sefalar que las enzimas pueden ser modificadas
para poseer tales oligosacaridos. Por ejemplo, las enzimas de reemplazo adecuadas pueden ser
modificadas por ciertas enzimas que son capaces de catalizar la transferencia de N-acetilglucosamina-
L-fosfato a partir de UDP-GIcNAc a la posicion 6' de manosas (—1,2-enlazadadas sobre las enzimas
lisosomales. Métodos y composiciones para producir y utilizar tales enzimas son descritas por, por
ejemplo, Canfield et al. en la patente de los Estados Unidos. No. 6.537.785, y la patente de los Estados
Unidos. No. 6.534.300.

[0089] En algunas realizaciones, una proteina Naglu recombinante adecuada para la presente
invencion esta subglicosilada. Como se usa en este documento, "subglicosilado" se refiere a una
proteina o enzima en la que se ha omitido una o mas estructuras de hidratos de carbono (por ejemplo,
residuos de M6P) que normalmente estarian presentes en una enzima Naglu de origen natural, que se
ha eliminado, modificado o enmascarado. Enzimas lisosomales subglicosiladas pueden ser producidas
en un huésped (por ejemplo, bacterias o levaduras) que no glicosilan proteinas como células de
mamifero convencionales (por ejemplo, ovario de hamster chino (CHO)). Por ejemplo, proteinas
producidas por la célula huésped pueden carecer de manosa terminal, fucosa, y/o residuos de N-
acetilglucosamina, que son reconocidas por el receptor de manosa, o pueden ser completamente no
glicosiladas. En algunas realizaciones, las enzimas lisosomales subglicosiladas pueden ser producidas
en células de mamifero o en otros huéspedes, pero tratadas quimicamente o enzimaticamente para
eliminar uno o mas restos de hidratos de carbono (por ejemplo, uno o mas residuos de M6P) o para
modificar o enmascarar uno o mas residuos de carbohidratos. Tales enzimas tratadas quimicamente o
enzimaticamente también se denominan enzimas lisosémicas como desglicosiladas. En algunas
realizaciones, uno o mas sitios de glicosilacion potenciales se eliminan por mutacion del acido nucleico
que codifica una enzima lisosémica, reduciendo de ese modo la glicosilacién de la enzima cuando se
sintetizan en una célula de mamifero u otra célula que glicosila las proteinas. En algunas realizaciones,
las enzimas lisosomales se pueden producir usando un péptido de sefal secretora (por ejemplo, un
péptido sefial de IGF-Il) de tal manera que los niveles de glicosilacion de las enzimas se reducen y/o se
modifican. Ejemplos de enzimas lisosomales subglicosiladas o desglicosiladas se describen en la
Patente de Estados Unidos N° 7.629.309 y la Publicacion de Estados Unidos N° 20090041741 y
20040248262.

Produccion de proteinas

[0090] Las proteinas terapéuticas adecuadas para la presente invencion se pueden producir en
cualquier célula de mamifero o tipos de células susceptibles de cultivo celular, y a la expresion de
polipéptidos, tales como, por ejemplo, de riidn embrionario humano (HEK) 293, células de ovario de
hamster chino (CHO), de rifidn de mono (COS), HT1080, C10, Hela, rifidn de cria de hamster (BHK),
3T3, C127, CV-1, HaK, O y L-929 células/NS. Ejemplos especificos no limitativos incluyen, pero no se
limitan a linea de mieloma de ratén BALB/c (NSO/1, ECACC N°: 85110503); retinoblastos humanos
(PER.C6 (Crucell, Leiden, Paises Bajos)); linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7,
ATCC CRL 1651); linea de rifiébn embrionario humano (293 o células 293 subclonadas para el
crecimiento en cultivo en suspension, Graham et al, J. Gen Virol, 36:59 (1977)); células de rifién de cria
de hamster (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino +/- DHFR (CHO, Urlaub y
Chasin, Proc Natl Acad Sci EE.UU., 77: 4216 (1980)); células de ratén sertoli (TM4, Mather, Biol
Reprod., 23: 243-251 (1980)); células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifion de mono
verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1 587); células de carcinoma cervical humano (HeLa, ATCC CCL
2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC
CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB
8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); Células TRI (Mather et al, Annals NY
Acad Sci, 383: 44-68 (1982)); Células MRC 5; Células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep
G2). En algunas realizaciones, las enzimas se producen en células CHO. En algunas realizaciones, las
enzimas se producen en células derivadas de CHO tales como lineas celulares deficientes por
acidificacion endosomal (por ejemplo, grupo de complementaciéon END3 derivado de CHO-K1).

[0091] Las enzimas también se pueden expresar en una variedad de células huésped no mamiferas
tales como, por ejemplo, insectos (por ejemplo, Sf-9, Sf-21, Hi5), plantas (por ejemplo, leguminosa,
cereales, o tabaco), levadura (por ejemplo, S. cerevisiae, P. pastoris), procariotas (por ejemplo, E. Coli,
B. subtilis y otros Bacillus spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp), 0 hongos.

[0092] En ofras realizaciones, los mamiferos no humanos transgénicos se han demostrado para
producir enzimas lisosémicas en su leche. Tales mamiferos no humanos transgénicos pueden incluir
ratones, conejos, cabras, ovejas, porcinos orbovinos. Véase la patente de los Estados Unidos N©°s
6.118.045y 7.351.410.
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Administracion intratecal

[0093] Segun la presente invencion, una proteina terapéutica, es decir, una enzima de reemplazo, que
contiene un dominio Naglu se administra al SNC. Diversas técnicas y rutas se pueden utilizar para la
administracion del SNC incluyendo, pero no limitandose a administraciones intraparenquimatosas,
intracerebrales, intraventriculares cerebrales (ICV), intratecales (por ejemplo, Tl-Lumbar, Tl-cisterna
magna) y cualesquiera otras técnicas y rutas para inyeccion directa o indirectamente con el sistema
nervioso central y/o LCR.

[0094] De acuerdo con la invencion, la enzima de sustitucion se administra en el SNC mediante la
administracion en el liquido cefalorraquideo (LCR) de un sujeto en necesidad de tratamiento. La
administracion intratecal se utiliza para la administracién de enzima de repuesto en el LCR. Tal como
se utiliza aqui, la administracion intratecal (también denominada inyeccioén intratecal) se refiere a una
inyeccion en el canal espinal (espacio intratecal alrededor de la médula espinal). Varias técnicas
pueden ser usadas incluyendo, sin limitacion, inyeccidn cerebroventricular lateral a través de un trépano
0 puncioén cisternal o lumbar o similares. Los métodos ejemplares se describen en Lazorthes et al. Los
avances en los sistemas de administracion de farmacos y aplicaciones en neurocirugia, 143-192 y
Omaya y otros, Cancer Drug Delivery, 1: 169-179.

[0095] Segun la presente invencion, una enzima se puede inyectar en cualquier regiéon que rodea el
canal espinal. En algunas realizaciones, una enzima se inyecta en la zona lumbar o la cisterna magna o
intraventricular en un espacio de ventriculo cerebral. Tal como se utiliza aqui, el término "regién lumbar"
0 "zona lumbar"” se refiere a la zona entre el vértebras lumbares tercera y cuarta (espalda baja) y, mas
inclusivamente, la region L2-S1 de la columna vertebral. Tipicamente, la inyeccion intratecal a través de
la regién lumbar o area de madera también se conoce como "entrega de Tl lumbar" o "administracion
de Tl lumbar." El término "cisterna magna" se refiere al espacio alrededor y por debajo del cerebelo a
través de la abertura entre el craneo y la parte superior de la columna vertebral. Tipicamente, la
inyeccion intratecal a través de cisterna magna es también conocida como "administraciéon cisterna
magna." El término "ventriculo cerebral" se refiere a las cavidades en el cerebro que son continuas con
el canal central de la médula espinal. Tipicamente, inyecciones a través de las cavidades de ventriculo
cerebral se denominan administracidn cerebral intravetricular (ICV).

[0096] En algunas realizaciones, "administracién intratecal" o "administracién intratecal", de acuerdo
con la presente invencion se refiere a administracion lumbar de Tl o administracion, por ejemplo, entre
las vértebras lumbares tercera y cuarta (espalda baja) y, mas inclusivamente, la region L2-S1 de la
columna vertebral. Se contempla que la administracion lumbar Tl o entrega distingue frente a la
administracion cisterna magna en que la administracion lumbar Tl o entrega de acuerdo con nuestra
invencién proporciona la administracion mejor y mas eficaz para el canal espinal distal, mientras que la
administracion cisterna magna, entre otras cosas, por lo general no se administra bien en el canal
espinal distal.

Formulaciones estables para la administracion de Tl

[0097] En algunas realizaciones, las enzimas deseadas se administran en formulaciones estables para
la administracion intratecal. Ciertas realizaciones de la invencion se basan, al menos en parte, en el
descubrimiento de que varias formulaciones descritas en este documento facilitan la administracion y
distribucioén eficaz de uno o mas agentes terapéuticos (por ejemplo, enzimas) para tejidos diana, células
y/u organulos del SNC. Entre otras cosas, las formulaciones descritas en este documento son capaces
de solubilizar altas concentraciones de agentes terapéuticos (por ejemplo, proteinas o enzimas) y son
adecuadas para la administracion de tales agentes terapéuticos al SNC de los sujetos para el
tratamiento de enfermedades que tienen un componente de SNC y/o etiologia. Las composiciones
descritas en la presente memoria se caracterizan ademas por una mejor estabilidad y tolerabilidad
mejoradas cuando se administran al SNC de un sujeto (por ejemplo, por via intratecal) en necesidad de
las mismas.

[0098] Antes de la presente invencidn, la solucién salina isotdnica sin bufer tradicional y la soluciéon B
de Elliott, que es LCR artificial, se utilizaron tipicamente para la administraciéon intratecal. Una
comparacion que representa las composiciones de LCR con respecto a la solucion B de Elliott se
incluye en la Tabla 2 a continuacién. Como se muestra en la Tabla 2, la concentracién de la solucion B
de Elliot estrechamente paralela a la de la LCR. Solucién B de Elliott, sin embargo contiene una
concentracion de tampdn muy baja y en consecuencia no puede proporcionar la capacidad adecuada
de tamponamiento necesaria para estabilizar agentes terapéuticos (por ejemplo, proteinas),
especialmente durante periodos prolongados de tiempo (por ejemplo, durante condiciones de
almacenamiento). Ademas, la solucion B de Elliott contiene ciertas sales que pueden ser incompatibles
con las formulaciones destinadas a administracion de algunos agentes terapéuticos, y en proteinas o
enzimas particulares. Por ejemplo, las sales de calcio presentes en la solucién B de Elliott son capaces
de mediar la precipitacion de proteinas y reducir de este modo la estabilidad de la formulacion.
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Tabla 2
Solucién | Na* K* Ca** Mg** HCO3- | CI pH Fosforo | Glucosa
mEq/L | mEqg/L | mEqg/L | mEg/L | mEg/L | mEg/L mg/L mg/L
LCR 117- 23 2,2 2,2 22,9 113- 7,31 | 1,2-2,1 | 45-80
137 127
Solucién | 149 2,6 2,7 2,4 22,6 132 6,0- | 2,3 80
B de 7,5
Elliott

[0099] Por lo tanto, las formulaciones adecuadas para la administracion intratecal de acuerdo con la
presente invencion no son LCR sintéticos o artificiales.

[0100] Las formulaciones para la administracion intratecal se han formulado de tal manera que son
capaces de estabilizar, o alternativamente retardar o prevenir la degradaciéon, de uno o mas agentes
terapéuticos formulados con el mismo (por ejemplo, proteinas recombinantes). Tal como se utiliza aqui,
el término "estable" se refiere a la capacidad del agente terapéutico (por ejemplo, una enzima
recombinante) para mantener su eficacia terapéutica (por ejemplo, la totalidad o la mayor parte de su
actividad bioldgica deseada y/o la integridad fisicoquimica) durante periodos prolongados de tiempo. La
estabilidad de un agente terapéutico, y la capacidad de la composicién farmacéutica para mantener la
estabilidad de dicho agente terapéutico, se pueden evaluar durante largos periodos de tiempo (por
ejemplo, preferiblemente durante al menos 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36 meses o mas). En el contexto de
una formulacion de una formulacion estable es una en la que el agente terapéutico retiene en ella
esencialmente su integridad fisica y/o quimica y la actividad biolégica durante el almacenamiento y
durante los procesos (tales como congelacion/descongelacion, mezcla mecanica y liofilizacién). Para
estabilidad de la proteina, puede medirse por la formaciéon de agregados de alto peso molecular
(HMW), la pérdida de la actividad enzimatica, la generacion de fragmentos de péptidos y el
desplazamiento de los perfiles de carga.

[0101] La estabilidad del agente terapéutico es de particular importancia. La estabilidad del agente
terapéutico puede ser evaluada adicionalmente en relacion con la actividad bioldgica o la integridad
fisicoquimica del agente terapéutico durante periodos de tiempo extendidos. Por ejemplo, la estabilidad
en un punto de tiempo dado puede ser comparada contra la estabilidad en un punto de tiempo anterior
(por ejemplo, en la formulacién del dia 0) o en contra de agente terapéutico no formulado y los
resultados de esta comparacion expresados como un porcentaje. Preferiblemente, las composiciones
farmacéuticas mantienen al menos 100%, al menos 99%, al menos 98%, al menos 97%, al menos
95%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos 65%, al
menos 60%, al menos 55% o al menos 50% de la actividad biolégica del agente terapéutico o la
integridad fisicoquimica durante un periodo prolongado de tiempo (por ejemplo, tal como se mide sobre
al menos aproximadamente 6-12 meses, a temperatura ambiente o bajo condiciones de
almacenamiento acelerado).

[0102] Los agentes terapéuticos (por ejemplo, enzimas deseadas) son solubles en formulaciones de la
presente invencion. El término "soluble" como se relaciona con los agentes terapéuticos se refiere a la
capacidad de tales agentes terapéuticos para formar una soluciéon homogénea. Preferiblemente, la
solubilidad del agente terapéutico en la solucién en la que se administra y por la que se transporta al
sitio diana de la accion (por ejemplo, las células y tejidos del cerebro) es suficiente para permitir la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del agente terapéutico al sitio diana de accion.
Varios factores pueden afectar a la solubilidad de los agentes terapéuticos. Por ejemplo, los factores
relevantes que pueden afectar la solubilidad de proteinas incluyen la fuerza idnica, secuencia de
aminoacidos Yy la presencia de otros agentes co-solubilizantes o sales (por ejemplo, sales de calcio). En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan de tal manera que se excluyen las
sales de calcio a partir de tales composiciones.

[0103] Por lo tanto, las formulaciones adecuadas para la administracion intratecal pueden contener un
agente terapéutico (por ejemplo, enzima) de interés a varias concentraciones. En algunas
realizaciones, las formulaciones adecuadas pueden contener una proteina o enzima de interés a una
concentracion de hasta 150 mg/ml. Las formulaciones adecuadas contienen la proteina de interés a
una concentracion que oscila entre 10-150 mg/ml). En algunas realizaciones, las formulaciones
adecuadas para la administracion intratecal pueden contener la proteina de interés a una concentracién
de 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml o 150 mg/ml.

[0104] En algunas realizaciones, se utilizan soluciones isotonicas. En algunas realizaciones, soluciones
levemente hipertdnicas (por ejemplo, de hasta 300 mM (por ejemplo, hasta 250 mM, 200 mM, 175 mM,
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150 mM, 125 mM) de cloruro de sodio en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) y soluciones que contienen
azucar (por ejemplo, hasta el 3% (por ejemplo, hasta 2,4%, 2,0%, 1,5%, 1,0%) de sacarosa en fosfato
de sodio 5 mM a pH 7,0) se han demostrado ser bien toleradas en los monos. En algunas
realizaciones, una composicion de la formulacion de bolo SNC adecuado es solucién salina (por
ejemplo, 150 mM de NaCl en agua).

[0105] Muchos agentes terapéuticos requieren pH controlado y excipientes especificos para mantener
su solubilidad y la estabilidad en composiciones farmacéuticas. La Tabla 3 a continuacion identifica
ciertos aspectos ejemplares de formulaciones de proteinas que se consideran importantes para
mantener la solubilidad y la estabilidad de la proteina de agentes terapéuticos de la presente invencion.

Tabla 3
Parametro Rango tipico/Tipo Razon fundamental
Para la estabilidad
pH 5a75 a veces también para la
solubilidad

Para mantener el pH 6ptimo

acetato, succinato, citrato, hlstldlna,También puede afectar a la

Tipo de tampon fosfato o Tris

estabilidad
Concentracién  de Para mantener el pH
. 5-50 mM También puede estabilizar o
tampon P ey
anadir fuerza idnica
Tonificador NaCl, azUcares, manitol Para’ . hacer' s,olgmones 1S0-
osmaticas o isotonicas
Surfactante Polisorbato 20, polisorbato 80 _Para estgblllzar contra
interfaces y cizalla
Otro Aminoacidos (por ejemplo arginina) en|Para la solubilidad o estabilidad

decenas a cientos de mM mejorada

[0106] El pH de la composicion farmacéutica es un factor adicional que es capaz de alterar la
solubilidad de un agente terapéutico (por ejemplo, una enzima o proteina) en una composicion
farmacéutica acuosa, composiciones farmacéuticas para su uso con la presente invencion contienen
uno o mas tampones. En algunas realizaciones, las composiciones segun la invenciéon contienen una
cantidad de tampon suficiente para mantener el pH o6ptimo de dicha composicion entre
aproximadamente 4,0-8,0, entre aproximadamente 5,0-7,5, entre aproximadamente 5,5-7,0, entre
aproximadamente 6,0-7,0 y entre aproximadamente 6,0-7,5. En algunas realizaciones, el tampodn
comprende hasta 50 mM de fosfato de sodio. Los tampones adecuados incluyen fosfato.
Concentraciones de tampon adecuadas pueden ser de aproximadamente 3 mM a aproximadamente 20
mM, dependiendo, por ejemplo, en el tampon y la isotonicidad deseada de la formulacion. En algunas
realizaciones, un agente tampén adecuado esta presente en una concentracion de aproximadamente 1
mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM.

[0107] En algunas realizaciones, las formulaciones contienen un agente de isotonicidad para mantener
las formulaciones isotonicas. Tal como se utiliza en conexion con la administracion de TI, por
"isoténico" se entiende que la formulacion de interés tiene esencialmente la misma osmolaridad como
LCR humano. Las formulaciones isoténicas tendran generalmente una osmolaridad de
aproximadamente 240 mOsm/kg a aproximadamente 350 mOsm/kg. La isotonicidad se puede medir
usando, por ejemplo, una presion de vapor o osmémetros de tipo punto de congelacién. Agentes de
isotonicidad ejemplares incluyen, pero no se limitan a, glicina, sorbitol, manitol, cloruro de sodio y
arginina. En algunas realizaciones, agentes isotonicos adecuados pueden estar presentes en las
formulaciones en una concentracion de aproximadamente 0,01 - 5% (por ejemplo, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2,
0,3,04,0,5,0,75,1,0, 1,25, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 4,0 0 5,0%) en peso.

[0108] En algunas realizaciones, las formulaciones pueden contener un agente estabilizante para
proteger la proteina. Tipicamente, un agente estabilizador adecuado es un azucar no reductor, tal como
sacarosa, rafinosa, trehalosa, o aminoacidos tales como glicina, arginina y metionina. La cantidad de
agente estabilizante en una formulacién es generalmente tal que la formulacién sera isoténica. Sin
embargo, las formulaciones hipertonicas también pueden ser adecuadas. Ademas, la cantidad de
agente estabilizante no debe ser demasiado baja, tal que se produce una cantidad no aceptable de
degradacion/agregacion del agente terapéutico. Los ejemplos de las concentraciones de agente
estabilizante en la formulacion pueden oscilar desde aproximadamente 1 mM a aproximadamente 400
mM (por ejemplo, desde aproximadamente 30 mM a aproximadamente 300 mM, y de aproximadamente
50 mM a aproximadamente 100 mM), o alternativamente, de 0,1% a 15% (por ejemplo, de 1% a 10%,
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del 5% al 15%, del 5% al 10%) en peso. En algunas realizaciones, la relacién de la cantidad de masa
del agente estabilizante y el agente terapéutico es de aproximadamente 1: 1. En otras realizaciones, la
relacion de la cantidad de masa del agente estabilizante y el agente terapéutico puede ser de
aproximadamente 0,1: 1, 0,2: 1, 0,25:1,0,4:1,0,5:1,1:1,2: 1,26 :1,3:1,4:1,5:1,10; 1, 0 20: 1.
En algunas realizaciones, adecuadas para la liofilizaciéon, el agente estabilizante es también un
lioprotectores.

[0109] Las composiciones farmacéuticas, formulaciones y métodos relacionados descritos en este
documento son Utiles para suministrar una variedad de agentes terapéuticos al SNC de un sujeto (por
ejemplo, por via intratecal, intraventricular o intracisternal) y para el tratamiento de las enfermedades
asociadas. Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento son particularmente
Utiles para suministrar proteinas y enzimas para sujetos que sufren de trastornos de almacenamiento
lisosomal.

[0110] En algunas realizaciones, es deseable afadir un tensioactivo para formulaciones. Ejemplos de
tensioactivos incluyen tensioactivos no ionicos tales como polisorbatos (por ejemplo, polisorbatos 20 u
80); poloxameros (por ejemplo, poloxamero 188); tritdn; dodecilo sulfato de sodio (SDS); sulfato de
laurilo sédico; glucésido de octilo sédico; laurilo-, miristilo-, linoleilo- o estearilo-sulfobetaina; laurilo-,
miristilo-, linoleilo- o estearilo-sarcosina; linoleilo-, miristilo-, o cetilo-betaina; lauroamidopropilo-,
cocamidopropilo-, linolea- midopropilo-, miristamidopropilo-, palmidopropilo-, o isostearamidopropilo-
betaina (por ejemplo, lauroamidopropilo); miristarnidopropilo-, palmidopropilo-, o isostearamidopropilo-
dimetilamina; cocoilo de sodio y metilo, o ofeiltaurato de metilo disdédico; y serie Monaquat™ (Mona
Industries, Inc., Paterson, NJ), glicol de polietilo, glicol de polipropilo y copolimeros de etileno y glicol de
propileno (por ejemplo, Pluronics, PF68, etc.). Tipicamente, la cantidad de tensioactivo afiadido es tal
que reduce la agregacion de la proteina y reduce al minimo la formacion de particulas o
efervescencias. Por ejemplo, un agente tensioactivo puede estar presente en una formulaciéon a una
concentracion de aproximadamente 0,001 - 0,5% (por ejemplo, aproximadamente 0,005 - 0,05%, o
0,005-0,01%). En particular, un agente tensioactivo puede estar presente en una formulacién a una
concentracion de aproximadamente 0,005%, 0,01%, 0,02%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, o0 0,5%, etc.

[0111] En algunas realizaciones, Las formulaciones adecuadas pueden incluir ademas uno o mas
agentes de carga, en particular, para formulaciones liofilizadas. Un "agente de carga" es un compuesto
que afiade masa a la mezcla liofilizada y contribuye a la estructura fisica de la torta liofilizada. Por
ejemplo, un agente de carga puede mejorar la apariencia de torta liofilizada (torta liofilizada por
ejemplo, esencialmente uniforme). Agentes de carga adecuados incluyen, pero no se limitan a, cloruro
de sodio, lactosa, manitol, glicina, sacarosa, trehalosa, almidon de hidroxietilo. Concentraciones
ejemplares de agentes de carga son de aproximadamente 1% a aproximadamente 10% (por ejemplo,
1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5%, 5,0%, 5,5%, 6,0%, 6,5%, 7,0%, 7,5%, 8,0%, 8,5%,
9,0%, 9,5% y 10,0%).

[0112] Las formulaciones se pueden evaluar sobre la base de analisis de la calidad del producto,
tiempo de reconstituciéon (si liofilizado), la calidad de la reconstituciéon (si liofilizada), de alto peso
molecular, la humedad y la temperatura de transicion vitrea. Tipicamente, la calidad de proteinas y
analisis de productos incluyen el andlisis del producto de tasa de degradacion utilizando métodos
incluyendo, pero no limitado a la exclusién por tamafio HPLC (SE-HPLC), intercambio catiénico-HPLC
(CEX-HPLC), difraccion de rayos X (XRD), calorimetria de exploracién diferencial modulada (MDSC),
HPLC de fase inversa (RP-HPLC), la dispersién multi-angulo de luz (MALS), la fluorescencia, la
absorcion ultravioleta, nefelometria, electroforesis capilar (CE), SDS-PAGE, y combinaciones de los
mismos. En algunas realizaciones, la evaluacion de un producto puede incluir una etapa de evaluar el
aspecto (ya sea liquido o aspecto de la torta).

[0113] En general, las formulaciones (liofilizadas o acuosas) se pueden almacenar durante periodos
prolongados de tiempo a temperatura ambiente. La temperatura de almacenamiento tipicamente puede
variar desde 0°C a 45°C (por ejemplo, 4°C, 20°C, 25°C, 45°C, etc.). Las formulaciones pueden ser
almacenadas durante un periodo de meses a un periodo de afios. El tiempo de almacenamiento
generalmente sera de 24 meses, 12 meses, 6 meses, 4,5 meses, 3 meses, 2 meses 0 1 mes. Las
formulaciones se pueden almacenar directamente en el recipiente utilizado para la administracion,
eliminando pasos de transferencia.

[0114] Las formulaciones se pueden almacenar directamente en el recipiente de liofilizacion (si se
liofiliza), que también puede funcionar como el recipiente de la reconstitucion, la eliminacion de etapas
de transferencia. Alternativamente, las formulaciones de productos liofilizados se pueden medir en
incrementos mas pequeinos para el almacenamiento. El almacenamiento en general, debe evitar las
circunstancias que conducen a la degradaciéon de las proteinas, incluyendo pero no limitado a la
exposicion a la luz solar, la radiacion UV, otras formas de radiacion electromagnética, calor excesivo o
choque térmico frio, rapido, y el choque mecanico.
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[0115] En algunas realizaciones, las formulaciones para uso con la presente invencién estdn en una
forma liquida o acuosa. En algunas realizaciones, las formulaciones para uso con la presente invencioén
se liofilizan. Dichas formulaciones liofilizadas pueden reconstituirse mediante la adicién de uno o mas
diluyentes a los mismos antes de la administracion a un sujeto. Los diluyentes adecuados incluyen,
pero no se limitan a, agua estéril, agua bacteriostatica para inyeccién y solucion salina estéril.
Preferiblemente, después de la reconstitucion, el agente terapéutico contenido en el mismo es estable,
soluble y demuestra tolerabilidad tras la administracién a un sujeto.

[0116] Las composiciones farmacéuticas para uso con la presente invencion se caracterizan por su
tolerabilidad. Como se usa en este documento, los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se refieren a la
capacidad de las composiciones farmacéuticas para no provocar una reacciéon adversa en el sujeto al
que tal composicion se administra, o alternativamente no para provocar una reaccién adversa grave en
el sujeto a quien se administra dicha composicidon. Las composiciones farmacéuticas para uso con la
presente invencion son bien toleradas por el sujeto al que se administra tales composiciones.

Dispositivo para la administracion intratecal

[0117] Varios dispositivos se pueden utilizar para la administracion intratecal de acuerdo con la
presente invencion. En algunas realizaciones, un dispositivo para la administracion intratecal contiene
un puerto de acceso de fluido (por ejemplo, puerto inyectable); un cuerpo hueco (por ejemplo, un
catéter) que tiene un primer orificio de flujo en comunicacioén de fluido con el puerto de acceso de fluido
y un segundo orificio de flujo configurado para la insercion en la médula espinal; y un mecanismo de
fijaciéon para fijar la insercidén del cuerpo hueco en la médula espinal. Como un ejemplo no limitativo
mostrado en la Figura 42, un mecanismo de fijacion adecuado contiene una o mas perillas montadas en
la superficie del cuerpo hueco y un anillo de sutura ajustable sobre una o mas perillas para evitar que el
cuerpo hueco (por ejemplo, un catéter) salga de la médula espinal. En diversas realizaciones, el puerto
de acceso de fluido comprende un depdsito. En algunas realizaciones, el puerto de acceso de fluido
comprende una bomba mecanica (por ejemplo, una bomba de infusién). En algunas realizaciones, un
catéter implantado esta conectado ya sea a un depdésito (por ejemplo, para suministro de bolo), o una
bomba de infusion. El puerto de acceso de fluido puede ser implantado o externo.

[0118] En algunas realizaciones, la administracion intratecal puede ser realizada por cualquiera de
puncion lumbar (es decir, en bolo lento) o por medio de un sistema de administracién de puerto-catéter
(es decir, la infusién o bolo). En algunas realizaciones, el catéter se inserta entre las laminas de las
vértebras lumbares y la punta esta roscada por el espacio tecal al nivel deseado (por lo general L3-L4)
(Figura 43A-C).

[0119] En relacién con la administracion intravenosa, un volumen de dosis Unica adecuada para la
administracion intratecal es tipicamente pequefa. Tipicamente, la administracién intratecal de acuerdo
con la presente invencion mantiene el equilibrio de la composicidon de la LCR, asi como la presion
intracraneal del sujeto. En algunas realizaciones, la administracion intratecal se realiza sin la
eliminacion correspondiente de LCR de un sujeto. En algunas realizaciones, un volumen de dosis Unica
adecuada puede ser, por ejemplo, menos de aproximadamente 10 ml, 8 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml,
1,5 ml, 1 ml, o 0,5 ml. En algunas realizaciones, un volumen de dosis Unica adecuada puede ser de
aproximadamente 0,5-5 ml, 0,5-4 ml, 0,5-3 ml, 0,5-2 ml, 0,5-1 ml, 1-3 ml, 1-5 ml, 1,5-3 ml, 1-4 ml, o0 0,5-
1,5 ml. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de acuerdo con la presente invencion
implica una etapa de eliminacién de una cantidad deseada de LCR primero. En algunas realizaciones,
menos de aproximadamente 10 ml (por ejemplo, menos de aproximadamente 9 ml, 8 ml, 7 ml, 6 ml, 5
ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml) de LCR se retira primero antes de la administracion de Tl. En esos casos, un
volumen de dosis Unica adecuada puede ser, por ejemplo, mas de aproximadamente 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6
ml, 7ml, 8 ml, 9 ml, 10 ml, 15 ml 0 20 ml.

[0120] Varios otros dispositivos pueden utilizarse para efectuar la administracién intratecal de una
composicion terapéutica. Por ejemplo, las formulaciones que contienen enzimas deseadas se pueden
administrar usando un depdsito Ommaya que es de uso comun para la administracion intratecal para
carcinomatosis meningea (Lancet 2: 983-84, 1963). Mas especificamente, en este método, un tubo
ventricular se inserta a través de un orificio formado en el asta anterior y esta conectado a un depdsito
Ommaya instalado debajo del cuero cabelludo, y el depédsito se punza por via subcutdnea para
administrar por via intratecal la enzima particular que se reemplaza, que se inyecta en el depésito.
Otros dispositivos para la administracion intratecal de composiciones terapéuticas o formulaciones a un
individuo se describen en la patente de los Estados Unidos. N° 6.217.552. Alternativamente, el farmaco
puede administrarse por via intratecal, por ejemplo, mediante una Unica inyeccién o infusiéon continua.
Se debe entender que el tratamiento de dosificacion puede ser en forma de una Unica administracion
de una dosis o0 multiples dosis.

[0121] Para la inyeccion, las formulaciones para uso con la invencién pueden formularse en soluciones
liquidas. Ademas, la enzima puede formularse en forma sdlida y re-disolverse o suspenderse
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inmediatamente antes del uso. También se incluyen formas liofilizadas. La inyeccion puede ser, por
ejemplo, en forma de una inyeccién de bolo o infusién continua (por ejemplo, el uso de bombas de
infusién) de la enzima.

[0122] Una enzima se puede administrar mediante inyeccién ventricular cerebral lateral en el cerebro
de un sujeto. La inyeccion se puede hacer, por ejemplo, a través de un orificio de trepanacion hecho en
el craneo del sujeto. Alternativamente, la enzima y/u otra formulacién farmacéutica se pueden
administrar a través de una derivacién quirdrgica insertada en el ventriculo cerebral de un sujeto. Por
ejemplo, la inyeccién se puede hacer en los ventriculos laterales, que son mas grandes. En algunas
realizaciones, se puede realizar la inyeccion en los ventriculos tercero y cuarto mas pequefios también.

[0123] Composiciones farmacéuticas también pueden administrarse por inyecciéon en la cisterna
magna, o area lumbar de un sujeto.

[0124] En ciertas realizaciones de la invenciéon, una formulacidon farmacéuticamente aceptable
proporciona la liberacion sostenida, por ejemplo, "liberacion lenta" de la enzima u otra composicion
farmacéutica utilizada en la presente invencién, a un sujeto durante al menos una, dos, tres, cuatro
semanas o periodos mas largos de tiempo después de administrarse al sujeto la formulacion
farmacéuticamente aceptable.

[0125] Tal como se utiliza aqui, el término "liberacién sostenida" se refiere a la administracion continua
de una formulacion farmacéutica in vivo durante un periodo de tiempo después de la administracion,
preferiblemente al menos varios dias, una semana o varias semanas. La liberaciéon sostenida de la
composicion se puede demostrar mediante, por ejemplo, el continuo efecto terapéutico de la enzima
sobre tiempo (por ejemplo, la liberaciéon sostenida de la enzima se puede demostrar por la continua
cantidad reducida de granulos de almacenamiento en el sujeto). Alternativamente, la administracion
sostenida de la enzima puede ser demostrada por la deteccion de la presencia de la enzima in vivo con
el tiempo.

Administracién a los tejidos diana

[0126] Como se discutié anteriormente, una de las caracteristicas sorprendentes e importantes de la
presente invencién es que las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
administradas usando los métodos y composiciones de la presente invencion segun la invencion son
capaces de difundirse con eficacia y extensivamente a través de la superficie del cerebro y penetrar en
diferentes capas o regiones del cerebro, incluyendo las regiones profundas del cerebro. Ademas, los
métodos inventivos y composiciones de la presente invencion proporcionan eficazmente enzimas de
recambio (por ejemplo, una proteina de fusién Naglu) a varios tejidos, neuronas o células de la médula
espinal, incluyendo la regidn lumbar, que es dificil de orientar por métodos de administraciéon de SNC
existente tales como la inyeccién de ICV. Ademas, los métodos y composiciones de la presente
invencion de la invencion proporcionan una cantidad suficiente de enzimas de recambio (por ejemplo,
una proteina de fusién Naglu) a la corriente de la sangre y varios 6rganos y tejidos periféricos.

[0127] Por lo tanto, en algunas realizaciones, enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de
fusion Naglu) se administran al sistema nervioso central de un sujeto. En algunas realizaciones, las
enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusiéon Naglu) se administran a uno o mas de
tejidos diana de cerebro, médula espinal, y/o los érganos periféricos. Como se usa aqui, el término
"tejidos diana" se refiere a cualquier tejido que es afectado por la enfermedad de almacenamiento
lisosomal que es tratada o cualquier tejido en el que se expresa normalmente la enzima lisosomal
deficiente. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que hay una
cantidad detectable o anormalmente alta de sustrato de la enzima, por ejemplo almacenado en los
lisosomas celulares del tejido, en pacientes que padecen o son susceptibles a la enfermedad de
almacenamiento lisosomal. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos que
muestran enfermedad asociada a patologia, sintoma o caracteristica. En algunas realizaciones, los
tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que la enzima lisosomal deficiente se expresa
normalmente en un nivel elevado. Como se usa en este documento, un tejido diana puede ser un tejido
diana cerebral, un tejido diana de la médula espinal y/o un tejido diana periférico. Tejidos diana
ejemplares se describen en detalle a continuacion.

Tejidos diana cerebrales

[0128] En general, el cerebro se puede dividir en diferentes regiones, capas vy tejidos. Por ejemplo, el
tejido meningeo es un sistema de membranas que envuelve el sistema nervioso central, incluyendo el
cerebro. Las meninges contienen tres capas, incluyendo duramadre, la materia aracnoide, y la materia
pia. En general, la funcion principal de las meninges y el liquido cefalorraquideo consiste en proteger el
sistema nervioso central. En algunas realizaciones, una proteina terapéutica de acuerdo con la
presente invencion se suministra a una o mas capas de las meninges.
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[0129] EI cerebro tiene tres subdivisiones principales, incluyendo el cerebro, el cerebelo y el tronco
cerebral. Los hemisferios cerebrales, que estan situados por encima de la mayoria de otras estructuras
del cerebro y estan cubiertos con una capa cortical. Debajo del cerebro se encuentra el tronco cerebral,
que se asemeja a un tallo sobre el que se fija el cerebro. En la parte trasera del cerebro, debajo del
cerebro y detras del tronco cerebral, se encuentra el cerebelo.

[0130] EI diencéfalo, que se encuentra cerca de la linea media del cerebro y por encima del
mesenceéfalo, contiene el talamo, metatalamo, el hipotadlamo, epitalamo, pretadlamo, y pretectum. El
mesencéfalo, también llamado el cerebro medio, contiene el tectum, tegumentum, mesocoelia
ventriculares, y pedunculos cerebrales, el nucleo rojo, y el nucleo de nervio craneal Ill. El mesencéfalo
estd asociado con la visién, la audicién, el control motor, suefol/vigilia, el estado de alerta, y la
regulacién de la temperatura.

[0131] Las regiones de tejidos del sistema nervioso central, incluyendo el cerebro, pueden
caracterizarse en base a la profundidad de los tejidos. Por ejemplo, SNC (por ejemplo, cerebro) tejidos
pueden caracterizarse como superficie o tejidos superficiales, tejidos mediados de profundidad, y/o los
tejidos profundos.

[0132] Segun la presente invencion, la enzima de reemplazo puede ser administrada a cualquier tejido
diana cerebral apropiado asociado con una enfermedad particular a tratar en un sujeto. En algunas
realizaciones, la enzima de reemplazo de acuerdo con la presente invencidon se suministra a la
superficie o tejido diana cerebral superficial. En algunas realizaciones, la enzima de reemplazo de
acuerdo con la presente invencién se suministra a tejido diana cerebral de media profundidad. En
algunas realizaciones, la enzima de reemplazo de acuerdo con la presente invencion se suministra al
tejido diana cerebral profundo. En algunas realizaciones, la enzima de reemplazo de acuerdo con la
presente invencion se suministra a una combinacién de superficie o tejido diana cerebral poco
profundo, a mitad de la profundidad del tejido diana cerebral, y/o tejido diana cerebral profundo. En
algunas realizaciones, la enzima de reemplazo de acuerdo con la presente invencion se suministra a un
tejido cerebral profundo al menos 4 mm, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 9 mm, 10 mm o mas por debajo (o
interna a) la superficie externa del cerebro.

[0133] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
se administran a una o mas superficies o tejidos poco profundos del cerebro. En algunas realizaciones,
la superficie especifica o tejidos poco profundos del cerebro se encuentran dentro de 4 mm de la
superficie del cerebro. En algunas realizaciones, la superficie especifica o tejidos poco profundos del
cerebro se seleccionan a partir de tejidos pia mater, tejidos de cinta corticales cerebrales, hipocampo,
espacio Virchow Robin, vasos sanguineos dentro del espacio VR, el hipocampo, porciones del
hipotalamo en la superficie inferior del cerebro, los nervios 6pticos y las vias, el bulbo olfativo y
proyecciones, y combinaciones de los mismos.

[0134] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
se administran a uno o mas tejidos profundos del cerebro. En algunas realizaciones, la superficie
especifica o tejidos poco profundos del cerebro se encuentran 4 mm (por ejemplo, 5 mm, 6 mm, 7 mm,
8 mm, 9 mm, o 10 mm) por debajo (o interna a) la superficie del cerebro. En algunas realizaciones,
tejidos focalizados profundos del cerebro incluyen la cinta cortical cerebral. En algunas realizaciones,
tejidos focalizados profundos del cerebro incluyen uno o mas del diencéfalo (por ejemplo, el hipotalamo,
talamo, pretdlamo, subtalamo, etc.), metencéfalo, nucleos lentiformes, ganglios basales, nucleo
caudado, putamen, amigdala, globo palido, y combinaciones de los mismos.

[0135] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
se administran a uno o mas tejidos del cerebelo. En ciertas realizaciones, los uno o mas tejidos
focalizados del cerebelo se seleccionan del grupo que consiste en tejidos de la capa molecular, los
tejidos de la capa de células de Purkinje, los tejidos de la capa granular de la célula, pedinculos
cerebelosos, y combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos (por
ejemplo, enzimas) se administran a uno o mas tejidos profundos del cerebelo, incluyendo, pero no
limitado a, los tejidos de la capa de células de Purkinje, los tejidos de la capa de células granulares,
tejido profundo materia blanca cerebelar (por ejemplo, profundo respecto a la capa de células
granulares) y tejido de nucleos profundo cerebeloso.

[0136] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusiéon Naglu)
se administran a uno o mas tejidos del tronco cerebral. En algunas realizaciones, los uno o mas tejidos
focalizados del tronco cerebral incluyen cerebro madre de tejido de la materia blanca y/o el tejido de
nucleos del tronco cerebral.

[0137] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)

se administran a diversos tejidos del cerebro incluyendo, pero no limitado a la materia gris, la materia
blanca, areas periventriculares, pia-aracnoides, meninges, neocértex, cerebelo, tejidos profundos en la
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corteza cerebral, la capa molecular, regién de caudado/putamen, cerebro medio, regiones profundas de
la protuberancia o médula, y combinaciones de los mismos.

[0138] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusiéon Naglu)
se administran a diversas células en el cerebro, incluyendo, pero no limitado a, neuronas, células
gliales, células perivasculares y/o células de las meninges. En algunas realizaciones, una proteina
terapéutica es administrada a los oligodendrocitos de la materia blanca profunda.

Médula espinal

[0139] En general, las regiones o los tejidos de la médula espinal se pueden caracterizar sobre la base
de la profundidad de los tejidos. Por ejemplo, los tejidos de la médula espinal se pueden caracterizar
como superficie o tejidos superficiales, tejidos mediados de profundidad, y/o los tejidos profundos.

[0140] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
se administran a una o mas superficies o los tejidos superficiales de la médula espinal. En algunas
realizaciones, una superficie diana o tejido superficial de la médula espinal se encuentra dentro de 4
mm de la superficie de la médula espinal. En algunas realizaciones, una superficie diana o tejido
superficial de la médula espinal contiene materia pia y/o los tractos de materia blanca.

[0141] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
se administran a uno o mas tejidos profundos de la médula espinal. En algunas realizaciones, un tejido
profundo focalizado de la médula espinal se encuentra interna a 4 mm de la superficie de la médula
espinal. En algunas realizaciones, un tejido profundo focalizado de la médula espinal contiene la
materia gris de la médula espinal y/o células ependimarias.

[0142] En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
se administran a las neuronas de la médula espinal.

Tejidos diana periféricos

[0143] Como se usa en el presente documento, los 6rganos o los tejidos periféricos se refieren a
cualquiera de los érganos o tejidos que no son parte del sistema nervioso central (SNC). Tejidos diana
periféricos pueden incluir, pero no se limitan al sistema de la sangre, higado, rifién, corazén, endotelio,
médula 6sea y células derivadas de médula ésea, bazo, pulmdén, ganglios linfaticos, hueso, cartilago,
ovario y testiculos. En algunas realizaciones, una enzima de sustitucién (por ejemplo, una proteina de
fusion Naglu) de acuerdo con la presente invencidon se suministra a uno o mas de los tejidos diana
periféricos.

Biodistribucién y biodisponibilidad

[0144] En diversas realizaciones, una vez administrada al tejido diana, una enzima de sustitucién (por
ejemplo, una proteina de fusion Naglu) se localiza intracelularmente. Por ejemplo, una enzima de
sustitucion (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu) puede localizarse en exones, axones,
lisosomas, mitocondrias o vacuolas de una célula diana (por ejemplo, neuronas tales como las células
de Purkinje). Por ejemplo, las enzimas en algunas realizaciones administradas por via intratecal
demuestran la dinamica de translocacion de tal manera que los movimientos de la enzima dentro del
espacio perivascular (por ejemplo, mecanismos convectivos de pulsacion asistida). Ademas, los
mecanismos de transporte axonal activos relativos a la asociacion de la proteina o enzima se
administra con neurofilamentos también pueden contribuir a o de otra manera facilitar la distribucion de
las proteinas o enzimas administradas por via intratecal en los tejidos mas profundos del sistema
nervioso central.

[0145] En algunas realizaciones, una enzima de sustitucion (por ejemplo, una proteina de fusion Naglu)
administrada de acuerdo con la presente invencidon puede lograr niveles terapéutica o clinicamente
eficaces en diversos tejidos objetivos descritos en este documento. Tal como se usa en este
documento, un nivel o actividad terapéutica o clinicamente eficaz es un nivel o actividad suficiente para
conferir un efecto terapéutico en un tejido diana. El efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir,
medible por alguna prueba o marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto da una indicacion de o siente un
efecto). Por ejemplo, un nivel o actividad terapéutica o clinicamente eficaz puede ser un nivel de
actividad enzimatica o que es suficiente para mejorar los sintomas asociados con la enfermedad en el
tejido diana (por ejemplo, almacenamiento de GAG).

[0146] En algunas realizaciones, una enzima de sustitucion (por ejemplo, una proteina de fusiéon Naglu)
administrada de acuerdo con la presente invencién puede lograr un nivel enzimatico o actividad que es
al menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% del nivel normal o actividad de la
enzima lisosomal correspondiente en el tejido diana. En algunas realizaciones, una enzima de
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sustitucion (por ejemplo, una proteina de fusién Naglu) administrada de acuerdo con la presente
invencion puede lograr un nivel enzimatico o actividad que se aumenta en al menos 1 veces, 2 veces, 3
veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o0 10 veces en comparacion con un control
(por ejemplo, los niveles endégenos o actividades sin el tratamiento). En algunas realizaciones, una
enzima de sustitucion (por ejemplo, una proteina de fusidon Naglu) administrada de acuerdo a la
presente invencion puede lograr un nivel enzimatico incrementado o actividad al menos
aproximadamente 10 nmol/h/mg, 20 nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50 nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70
nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg, 100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200 nmol/h/mg, 250
nmol/h/mg, 300 nmol/h/mg, 350 nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500 nmol/h/mg, 550
nmol/h/mg o 600 nmol/h/mg en un tejido diana.

[0147] En algunas realizaciones, los métodos segun la presente invenciéon son particularmente Utiles
para la orientacion de la region lumbar. En algunas realizaciones, una enzima de sustitucion (por
ejemplo, una proteina de fusién Naglu) administrada de acuerdo a la presente invencién puede lograr
un nivel enzimatico incrementado o actividad en la regién lumbar de al menos aproximadamente 500
nmol/h/mg, 600 nmol/h/mg, 700 nmol/h/mg, 800 nmol/h/mg, 900 nmol/h/mg, 1,000 nmol/h/mg, 1,500
nmol/h/mg, 2,000 nmol/h/mg, 3,000 nmol/h/mg, 4,000 nmol/h/mg, 5,000 nmol/h/mg, 6,000 nmol/h/mg,
7,000 nmol/h/mg, 8,000 nmol/h/mg, 9,000 nmol/h/mg, o 10 000 nmol/h/mg.

[0148] En general, los agentes terapéuticos generales (por ejemplo, enzimas de reemplazo)
administrados de acuerdo con la presente invencidn tienen un medio de tiempo suficientemente largo
en el LCR y tejidos diana del cerebro, médula espinal, y los o6rganos periféricos. En algunas
realizaciones, una enzima de sustitucidon (por ejemplo, una proteina de fusidon Naglu) administrada
segun la presente invencién puede tener una vida media de al menos aproximadamente 30 minutos, 45
minutos, 60 minutos, 90 minutos, 2 horas, 3 horas, 4 hora, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas,
10 horas, 12 horas, 16 horas, 18 horas, 20 horas, 25 horas, 30 horas, 35 horas, 40 horas, hasta 3 dias,
hasta 7 dias, hasta 14 dias, hasta 21 dias o hasta un mes. En algunas realizaciones, en algunas
realizaciones, una enzima de sustitucion (por ejemplo, una proteina de fusiéon Naglu) administrada de
acuerdo con la presente invencion puede retener un nivel detectable o actividad en LCR o el torrente
sanguineo después de 12 horas, 24 horas, 30 horas, 36 horas, 42 horas, 48 horas, 54 horas, 60 horas,
66 horas, 72 horas, 78 horas, 84 horas, 90 horas, 96 horas, 102 horas, 0 una semana después de la
administracion. El nivel o actividad detectable puede determinarse usando diversos métodos conocidos
en la técnica.

[0149] En ciertas realizaciones, una enzima de sustituciéon (por ejemplo, una proteina de fusién Naglu)
administrada de acuerdo con la presente invencién logra una concentracion de al menos 30 pg/ml en
los tejidos y células del sujeto del sistema nervioso central después de la administracién (por ejemplo,
una semana, 3 dias, 48 horas, 36 horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6 horas, 4 horas, 3
horas, 2 horas, 1 hora, 30 minutos, o menos, después de la administracion intratecal de la composicion
farmacéutica al sujeto). En ciertas realizaciones, una enzima de sustitucion (por ejemplo, una proteina
de fusion Naglu) suministrada segun la presente invencion alcanza una concentracion de al menos 20
pg/ml, al menos 15 pg/ml, al menos 10 pg/ml, al menos 7,5 pg/ml, al menos 5 pg/ml, al menos 2,5
pg/ml, al menos 1,0 pg/ml o al menos 0,5 pg/ml en los tejidos diana o células del sujeto (por ejemplo,
los tejidos del cerebro o neuronas) tras la administracion a dicho sujeto (por ejemplo, una semana, 3
dias, 48 horas, 36 horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, 1
hora, 30 minutos, o menos después de la administracion intratecal de tales composiciones
farmacéuticas al sujeto).

Tratamiento del sindrome de Sanfilippo por la administracién intratecal

[0150] Sindrome de Sanfilippo, o mucopolisacaridosis Ill (MPS Ill), es un trastorno genético raro
caracterizado por la deficiencia de enzimas implicadas en la degradacion de los glicosaminoglicanos
(GAG). En ausencia de enzima, las moléculas de GAG parcialmente degradadas no se pueden borrar
del cuerpo y se acumulan en los lisosomas de diversos tejidos, lo que resulta en la disfuncién somatica
generalizada progresiva (Neufeld y Muenzer, 2001).

[0151] Cuatro formas distintas de MPS llI, designadas MPS llIA, B, C, y D, se han identificado. Cada
una representa una deficiencia en una de las cuatro enzimas implicadas en la degradacién del sulfato
de heparan GAG. Todas las formas incluyen diversos grados de los mismos sintomas clinicos,
incluyendo caracteristicas faciales toscas, hepatoesplenomegalia, turbidez en la cérnea y deformidades
esqueléticas. Lo mas notable, sin embargo, es la pérdida severa y progresiva de la capacidad cognitiva,
la cual esta ligada no sdélo a la acumulacion de sulfato de heparano en las neuronas, sino también la
posterior elevacion de los gangliésidos GM2, GM3 y GD2 causada por la acumulacién de GAG primaria
(Walkley 1998).

[0152] Mucopolisacaridosis de tipo I1IB (MPS 11IB; enfermedad Sanfilippo B) es un trastorno autosémico
recesivo que se caracteriza por una deficiencia de la enzima alfa-N-acetilo-glucosaminidasa (Naglu). En
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ausencia de esta enzima, sulfato de heparano GAG se acumula en los lisosomas de las neuronas y
células gliales, con menor acumulacion fuera del cerebro.

[0153] Una caracteristica clinica determinante de este trastorno es la degeneraciéon del sistema
nervioso central (SNC), lo que resulta en la pérdida de, o el fracaso para alcanzar, los principales hitos
del desarrollo. El deterioro cognitivo progresivo culmina en la demencia y la mortalidad prematura. La
enfermedad normalmente se manifiesta en los nifios pequefos, y la esperanza de vida de un individuo
afectado por lo general no se extiende mas alla del final de la adolescencia a los veinte afios.

[0154] Las composiciones y métodos de la presente invencién pueden unirse para tratar eficazmente
los individuos que sufren de o son susceptibles a SANB. Los términos "tratar" o "tratamiento”, como se
usa aqui, se refieren a la mejora de uno o mas sintomas asociados con la enfermedad, la prevencién o
retraso de la aparicion de uno o mas sintomas de la enfermedad, y/o disminucién de la gravedad o la
frecuencia de uno o mas sintomas de la enfermedad.

[0155] En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a alivio, mejora, alivio, inhibicidn, aparicion
retrasada parcial o completa, reduciendo la gravedad y/o incidencia de deterioro neuroldgico en un
paciente SanB. Tal como se utiliza aqui, el término "deterioro neuroldgico" incluye diversos sintomas
asociados con el deterioro del sistema nervioso central (por ejemplo, el cerebro y la médula espinal).
Los sintomas de deterioro neurolégico pueden incluir, por ejemplo, retraso en el desarrollo, pro-
deterioro cognitivo progresivo, pérdida de la audicién, alteracion del desarrollo del habla, los déficits en
las habilidades motoras, hiperactividad, agresividad y/o trastornos del suefio, entre otros.

[0156] Por lo tanto, en algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucion de
almacenamiento lisosomal (por ejemplo, de GAG) en diversos tejidos. En algunas realizaciones, el
tratamiento se refiere a la disminucidon de almacenamiento lisosomal en los tejidos diana del cerebro,
las neuronas de la médula espinal, y/o tejidos diana periféricos. En ciertas realizaciones, el
almacenamiento lisosomal se disminuye en alrededor de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas en comparacion con un
control. En algunas realizaciones, el almacenamiento lisosomal se reduce en al menos 1 veces, 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces en comparacion con
un control. En algunas realizaciones, el almacenamiento lisosomal se determina por tincion de LAMP-1.

[0157] En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la reducciéon de vacuolizacién en las
neuronas (por ejemplo, las neuronas que contienen las células de Purkinje). En ciertas realizaciones,
vacuolizacion en las neuronas se disminuye en alrededor de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas en comparacion con
un control. En algunas realizaciones, la vacuolizacién se reduce en al menos 1 veces, 2 veces, 3 veces,
4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces como en comparacién con un control.

[0158] En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la actividad de la enzima Naglu
en diversos tejidos. En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la actividad de la
enzima Naglu en los tejidos cerebrales diana, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana
periféricos. En algunas realizaciones, la actividad enzimatica Naglu se incrementa alrededor de 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%, 900% 1000% o mas en comparaciéon con un
control. En algunas realizaciones, la actividad enzimatica Naglu se aumenta en al menos 1 veces, 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces en comparacion con
un control. En algunas realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica Naglu es al menos
aproximadamente 10 nmol/h/mg, 20 nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50 nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70
nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg, 100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200 nmol/h/mg, 250
nmol/h/mg, 300 nmol/h/mg, 350 nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500 nmol/h/mg, 550
nmol/h/mg, 600 nmol/h/mg o mas. En algunas realizaciones, la actividad enzimatica Naglu se
incrementa en la region lumbar. En algunas realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica Naglu
en la region lumbar es de al menos aproximadamente 2.000 nmol/h/mg, 3.000 nmol/h/mg, 4.000
nmol/h/mg, 5.000 nmol/h/mg, 6.000 nmol/h/mg, 7.000 nmol/h/mg, 8.000 nmol/h/mg, 9.000 nmol/h/mg,
10.000 nmol/h/mg, o mas.

[0159] En ciertas realizaciones, el tratamiento de acuerdo con la presente invencion resulta en una
reduccion (por ejemplo, aproximadamente un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 97,5%, 99% o mas de reduccion) o una eliminaciéon completa de la
presencia, o, alternativamente, la acumulacion, de uno o mas marcadores patolégicos o bioldgicos que
estan asociados con las enfermedades de almacenamiento lisosomal. Tal reduccion o eliminacién tal
vez particularmente evidente en las células y tejidos del sistema nervioso central (por ejemplo,
neuronas Yy oligodendrocitos). Por ejemplo, en algunas realizaciones, tras la administracion a un sujeto,
las composiciones farmacéuticas de la presente invencion demuestran o logran una reduccion en la
acumulacién de la proteina de membrana 1 asociada al biomarcador lisosomal (LAMP1) en las células
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del sistema nervioso central y los tejidos del sujeto (por ejemplo, en la corteza cerebral, cerebelo,
nucleo caudado y el putamen, sustancia blanca y/o talamo). LAMP1 es una glicoproteina altamente
expresada en las membranas lisosomales y su presencia es elevada en muchos pacientes con un
trastorno de almacenamiento lisosomal. (Meikle, et al. Clin Chem (1997) 43: 1325-1335). La presencia
o ausencia de LAMP1 en los pacientes (por ejemplo, tal como se determina por tincion de LAMP) con
una enfermedad de almacenamiento lisosomal, por tanto, puede proporcionar un indicador util de la
actividad lisosomal y un marcador tanto para el diagndstico como el seguimiento de enfermedades de
almacenamiento lisosomal.

[0160] Por consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos de reducir o eliminar la presencia o
acumulacién de uno o mas marcadores patolégicos o biologicos asociados con una enfermedad de otra
manera (por ejemplo, una enfermedad de almacenamiento lisosomal) se proporcionan. Del mismo
modo, algunas realizaciones se refieren a métodos de aumento de la degradacién (o la velocidad de
degradacion) de uno o mas marcadores patoldgicos o bioldgicos (por ejemplo, LAMP 1) asociados con
enfermedades de almacenamiento lisosomal.

[0161] En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucidon de la progresion de la
pérdida de la capacidad cognitiva. En ciertas realizaciones, la progresion de la pérdida de la capacidad
cognitiva se reduce en aproximadamente un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas en comparacion con un control. En
algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucion de retraso en el desarrollo. En ciertas
realizaciones, el retraso en el desarrollo se disminuye en alrededor de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas en
comparacion con un control.

[0162] En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la supervivencia (por ejemplo,
el tiempo de supervivencia). Por ejemplo, el tratamiento puede resultar en un aumento de la esperanza
de vida de un paciente. En algunas realizaciones, el tratamiento segun la presente invenciéon da como
resultado un aumento de la esperanza de vida de un paciente en mas de aproximadamente 5%,
aproximadamente 10%, aproximadamente 15%, aproximadamente 20%, aproximadamente 25%,
aproximadamente 30%, aproximadamente 35%, aproximadamente 40%, aproximadamente 45%,
aproximadamente 50%, aproximadamente 55%, aproximadamente 60%, aproximadamente 65%,
aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%,
aproximadamente 90%, aproximadamente 95%, aproximadamente 100%, aproximadamente 105%,
aproximadamente 110%, aproximadamente 115%, aproximadamente 120%, aproximadamente 125%,
aproximadamente 130%, aproximadamente 135%, aproximadamente 140%, aproximadamente 145%,
aproximadamente 150%, aproximadamente 155%, aproximadamente 160%, aproximadamente 165%,
aproximadamente 170%, aproximadamente 175%, aproximadamente 180%, aproximadamente 185%,
aproximadamente 190%, aproximadamente 195%, aproximadamente 200% o mas, en comparacion
con la esperanza media de vida de uno o mas individuos de control con enfermedad similar sin
tratamiento. En algunas formas de realizacion, el tratamiento de acuerdo con la presente invencion
resulta en un aumento de la esperanza de vida de un paciente en mas de aproximadamente 6 meses,
aproximadamente 7 meses, aproximadamente 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 12 meses,
aproximadamente 2 afios, aproximadamente 3 afios, aproximadamente 4 afos, aproximadamente 5
afos, alrededor de 6 anos, aproximadamente 7 afios, aproximadamente 8 afos, aproximadamente 9
afios, aproximadamente 10 afios o mas, en comparacion con el promedio de vida de uno o mas
individuos de control con enfermedad similar sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento
de acuerdo con la presente invencion resulta en la supervivencia a largo plazo de un paciente. Tal
como se utiliza aqui, el término "supervivencia a largo plazo" se refiere a un tiempo de supervivencia o
la esperanza de vida mas larga que cerca de 40 anos, 45 afnos, 50 afos, 55 afos, 60 afios, 0 mas.
[0163] Los términos, "mejorar”, "aumentar" o "reducir", como se usa en el presente documento, indican
valores que son con respecto a un control. En algunas formas de realizacidn, un control adecuado es
una medicién de linea de base, tal como una medicion en el mismo individuo antes del inicio del
tratamiento descrito en el presente documento, o una medicién en un individuo de control (o multiples
individuos de control) en la ausencia del tratamiento descrito en el presente documento. Un "control
individuo" es un individuo aquejado de SanB, que es aproximadamente la misma edad y/o género como
el individuo que se esta tratando (para garantizar que las etapas de la enfermedad en el individuo
tratado y el individuo de control son comparables).

[0164] EIl individuo (también referido como "paciente” o "sujeto") que esta siendo tratado es un individuo
(feto, nifio, adolescente o adulto humano) que tiene SanB o que tengan el potencial para desarrollar
SanB. El individuo puede tener una expresion residual endégena Naglu y/o actividad, o ninguna
actividad mensurable. Por ejemplo, el individuo que tiene SanB puede tener niveles de expresién Naglu
que son menos de aproximadamente 30-50%, menos de aproximadamente 25-30%, menos de
aproximadamente 20-25%, menos de aproximadamente 15-20%, menos de aproximadamente 10 -
15%, menos de aproximadamente 5-10%, menos de aproximadamente 0,1-5% de los niveles normales
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de expresion Naglu.

[0165] En algunas realizaciones, el individuo es un individuo que ha sido recientemente diagnosticado
con la enfermedad. Por lo general, el tratamiento precoz (tratamiento que comienza tan pronto como
sea posible después del diagndstico) es importante para minimizar los efectos de la enfermedad y para
maximizar los beneficios del tratamiento.

Tolerancia inmunoldgica

[0166] En general, la administracién intratecal de una enzima de sustitucion (por ejemplo, una proteina
de fusién Naglu) de acuerdo con la presente invencion no da lugar a efectos adversos graves en el
tema. Tal como se usa en el presente documento, los efectos adversos graves inducen, pero no se
limitan a respuesta inmune sustancial, la toxicidad, o la muerte. Tal como se utiliza aqui, el término
"respuesta inmune sustancial" se refiere a respuestas inmunes graves o serias, tales como respuestas
inmunes de células T de adaptacion.

[0167] Por lo tanto, en muchas realizaciones, los métodos segun la presente invencion no implican
terapia inmunosupresora concurrente (es decir, cualquier terapia inmunosupresora utilizada como pre-
tratamiento/acondicionamiento previo o en paralelo con el método). En algunas realizaciones, los
métodos segun la presente invencién no implican una induccién de la tolerancia inmune en el sujeto
que esta siendo tratado. En algunas realizaciones, los métodos segun la presente invenciéon no implican
un pre-tratamiento o preacondicionamiento del sujeto usando agente inmunosupresor de células T.

[0168] En algunas realizaciones, la administracién intratecal de agentes terapéuticos puede montar una
respuesta inmune contra estos agentes. Asi, en algunas realizaciones, puede ser util hacer el sujeto
que recibe la enzima de reemplazo tolerante a la terapia de reemplazo enzimatica. Tolerancia inmune
puede ser inducida mediante diversos métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un régimen inicial
de 30-60 dias de un agente inmunosupresor de células T tal como ciclosporina A (CsA) y un agente
antiproliferativo, tal como, azatioprina (AZA), combinado con infusiones intratecales semanales de dosis
bajas de una enzima de sustitucion deseada puede ser usado.

[0169] Cualquier agente inmunosupresor conocido por el experto en la técnica puede emplearse junto
con una terapia de combinacion de la invencion. Tales agentes inmunosupresores incluyen, pero no se
limitan a la ciclosporina, FK506, rapamicina, CTLA4-lg, y agentes anti-TNF tales como etanercept
(véase, por ejemplo Moder, 2000, Ann Allergy Asthma Immunol 84,280-284; Nevins, 2000, Curr. Opin.
Pediatr. 12, 146-150; Kurlberg et al., 2000, Scand. J. Immunol. 51, 224-230;. Ideguchi et al, 2000,
Neuroscience 95, 217-226; Potteret al., 1999, Ann. NY Acad. Sci. 875, 159-174; Slavik et al., 1999,
Immunol. Res. 19, 1-24; Gaziev et al., 1999, Bone Marrow Transplant. 25, 689-696; Henry, 1999, Clin.
Trasplant. 13, 209-220; Gummert et al., 1999, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 1366-1380; Qi et al., 2000,
Transplantation 69, 1275-1283). El anticuerpo daclizumab de receptor anti-IL2 (alfa-subunidad) (por
ejemplo Zenapax.TM.), que se ha demostrado eficaz en pacientes de transplante, también se puede
usar como un agente inmunosupresor (véase por ejemplo Wiseman et al., 1999, Drugs 58, 1029-1042;
Beniaminovitz et al, 2000, N. Engl J. Med 342, 613-619; Ponticelli et al, 1999, Drugs RD 1, 55-60;
Berard et al, 1999, Pharmacotherapy 19, 1127-1137; Eckhoff et al, 2000, Transplantation 69, 1867-
1872; Ekberg et al, 2000, Transpl Int 13, 151-159). Agentes inmunosupresores adicionales incluyen,
pero no se limitan a anti-CD2 (Branco et al, 1999, Transplantation 68, 1588-1596; Przepiorka et al,
1998, Blood 92, 4066-4071), anti-CD4 (Marinova-Mutafchieva et al., 2000, Arthritis Rheum 43, 638-644;
Fishwild et al, 1999, Clin Immunol 92, 138-152), y ligando anti-CD40 (Hong et al, 2000, Semin Nephrol
20, 108-125; Chirmule et al, 2000, J. Virol 74, 3345-3352; Ito et al, 2000, J. Immunol 164, 1230-1235).

Administracién

[0170] Métodos inventivos de la presente invencion contemplan una cantidad individual, asi como
multiples administraciones de una enzima de sustitucion terapeuticamente eficaz (por ejemplo, una
proteina de fusion Naglu) descrita en este documento. Enzimas de reemplazo (por ejemplo, una
proteina de fusién Naglu) se pueden administrar a intervalos regulares, dependiendo de la naturaleza,
severidad y extension de la afeccion del sujeto. En algunas realizaciones, una cantidad
terapéuticamente eficaz de la enzima de reemplazo (por ejemplo, una proteina de fusién Naglu) de la
presente invencién se puede administrar por via intratecal periddicamente a intervalos regulares (por
ejemplo, una vez al afio, una vez cada seis meses, una vez cada cinco meses, una vez cada tres
meses, cada dos meses (una vez cada dos meses), mensualmente (una vez al mes), dos veces por
semana (una vez cada dos semanas), semanalmente).

[0171] En algunas realizaciones, la administracion intratecal puede ser utilizada en conjuncién con
otras vias de administracion (por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intramuscular, parenteral,
transdérmica o transmucosa (por ejemplo, por via oral o nasal)). En algunas realizaciones, las otras
vias de administracion (por ejemplo, la administracion intravenosa) se pueden realizar no mas
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frecuentemente que quincenalmente, mensualmente, una vez cada dos meses, una vez cada tres
meses, una vez cada cuatro meses, una vez cada cinco meses, una vez cada seis meses, anualmente.

[0172] Tal como se utiliza aqui, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" es la base en gran parte
determinada de la cantidad total del agente terapéutico contenido en las composiciones farmacéuticas
de la presente invencion. Generalmente, una cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para lograr
un beneficio significativo para el sujeto (por ejemplo, el tratamiento, la modulacién, el curado, prevenir
y/o mejorar la enfermedad o afeccién subyacente). Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz
puede ser una cantidad suficiente para lograr un efecto terapéutico y/o profilactico deseado, tal como
una cantidad suficiente para modular los receptores de la enzima lisosomica o su actividad para tratar
asi como enfermedad de almacenamiento lisosémico o los sintomas de los mismos (por ejemplo, una
reduccion o eliminacion de la presencia o la incidencia de "cuerpos cebra" o vacuolizacién celular tras
la administracion de las composiciones de la presente invencién a un sujeto). Generalmente, la
cantidad de un agente terapéutico (por ejemplo, una enzima lisosémica recombinante) administrada a
un sujeto en necesidad del mismo dependera de las caracteristicas del sujeto. Tales caracteristicas
incluyen la condicion, gravedad de la enfermedad, la salud general, edad, sexo y peso corporal del
sujeto. Un experto en la técnica sera facilmente capaz de determinar las dosificaciones apropiadas
dependiendo de estos y otros factores relacionados. Ademas, opcionalmente se pueden emplear
ambos ensayos objetivos y subjetivos para identificar intervalos de dosificacion éptimos.

[0173] Una cantidad terapéuticamente eficaz se administra cominmente en un régimen de dosificacion
que puede comprender multiples dosis unitarias. Para cualquier proteina terapéutica particular, una
cantidad terapéuticamente eficaz (y/o una unidad de dosis adecuada dentro de un régimen de
dosificaciéon eficaz) puede variar, por ejemplo, dependiendo de la ruta de administracion, de
combinacién con otros agentes farmacéuticos. Ademas, la cantidad especifica terapéuticamente eficaz
(y/o dosis unitaria) para cualquier paciente particular pueden depender de una variedad de factores
incluyendo el trastorno a tratar y la gravedad del trastorno; la actividad del agente farmacéutico
especifico empleado; la composicion especifica empleada; la edad, peso corporal, salud general, sexo
y dieta del paciente; el tiempo de administracion, via de administracion, y/o la velocidad de excrecién o
metabolismo de la proteina de fusiéon especifica empleada; la duracion del tratamiento; y factores
similares como es bien conocido en las técnicas médicas.

[0174] En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz varia de aproximadamente 0,005
mg/kg de peso del cerebro a 500 mg/kg de peso del cerebro, por ejemplo, de aproximadamente 0,005
mg/kg de peso del cerebro a 400 mg/kg de peso del cerebro, de aproximadamente 0,005 mg/kg de
peso del cerebro a 300 mg/kg del peso del cerebro, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del
cerebro a 200 mg/kg de peso del cerebro, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a
100 mg/kg de peso del cerebro, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a 90 mg/kg
de peso del cerebro, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a 80 mg/kg de peso del
cerebro, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a 70 mg/kg de peso del cerebro,
desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a 60 mg/kg de peso del cerebro, de
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a 50 mg/kg de peso del cerebro, desde
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a 40 mg/kg de peso del cerebro, desde
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del cerebro a 30 mg/kg de peso cerebro, de aproximadamente
0,005 mg/kg de peso del cerebro a 25 mg/kg de peso del cerebro, desde aproximadamente 0,005
mg/kg de peso del cerebro a 20 mg/kg de peso del cerebro, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de
peso del cerebro a 15 mg/kg de peso del cerebro, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso del
cerebro a 10 mg/kg de peso del cerebro.

[0175] En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz es mayor que aproximadamente 0,1
mg/kg de peso del cerebro, mayor que aproximadamente 0,5 mg/kg de peso del cerebro, mayor que
aproximadamente 1,0 mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 3 mg/kg de peso del
cerebro, mas de aproximadamente 5 mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 10 mg/kg
de peso del cerebro, mas que aproximadamente 15 mg/kg de peso del cerebro, mayor que
aproximadamente 20 mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 30 mg/kg de peso del
cerebro, mas que aproximadamente 40 mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 50 mg/kg
de peso del cerebro, mas que aproximadamente 60 mg/kg de peso del cerebro, mas que
aproximadamente 70 mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 80 mg/kg de peso del
cerebro, mas que aproximadamente 90 mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 100
mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 150 mg/kg de peso del cerebro, mas de
aproximadamente 200 mg/kg de peso del cerebro, mas que aproximadamente 250 mg/kg de peso del
cerebro, mas que aproximadamente 300 mg/kg de peso del cerebro, mas que aproximadamente 350
mg/kg de peso del cerebro, mas de aproximadamente 400 mg/kg de peso del cerebro, mas que
aproximadamente 450 mg/kg de peso del cerebro, mas que aproximadamente 500 mg/kg de peso del
cerebro.
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[0176] En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz puede también ser definida por
mg/kg de peso corporal. Como apreciara un experto en la técnica, los pesos cerebrales y los pesos
corporales se pueden correlacionar. Dekaban AS. "Changes in brain weights during the span of human
life: relation of brain weights to body heights and body weights," Ann Neurol 1978; 4: 345-56. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, las dosis se pueden convertir, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4
Correlacion entre pesos cerebrales, peso corporal y edades de los varones
Edad (afio) Peso cerebral Peso corporal
(kg) (kg)
meses) 3(31-43 1,27 15,55
4-5 1,30 19,46

[0177] En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz puede también ser definida por
mg/15 cc de LCR. Como apreciard un experto en la técnica, las dosis terapéuticamente eficaces en
base a los pesos cerebrales y los pesos corporales se pueden convertir a mg/15 cc de LCR. Por
ejemplo, el volumen de LCR en seres humanos adultos es de aproximadamente 150 ml (Johanson CE,
et al "Multiplicity of cerebrospinal fluid functions: New challenges in health and disease", Cerebrospinal
Fluid Res 2008 14 de mayo; 5: 10). Por lo tanto, las inyecciones de dosis Unica de 0,1 mg a 50 mg de
proteina a los adultos seria de aproximadamente 0,01 mg/15 cc de LCR (0,1 mg) a 5,0 mg/15 cc de
LCR (50 mg) dosis en adultos.

[0178] Se ha de entender que para cualquier sujeto particular, regimenes de dosificacion especificos
deben ajustarse con el tiempo segun la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que
administra o supervisa la administracién de la terapia de reemplazo enzimatico y que los intervalos de
dosificacién establecidos mas en el presente documento son solamente ejemplares y no estan
destinados a limitar la invencion reivindicada.

Kits

[0179] La presente descripcion proporciona ademas Kits u otros articulos de fabricacion que contienen
la formulacion descrita en el presente documento y proporcionar instrucciones para su reconstitucion (si
se liofilizan) y/o uso. Kits y demés articulos de fabricacion pueden incluir un recipiente, un IDDD, un
catéter y cualesquiera otros articulos, dispositivos o equipos utiles en la administracién intertecal y
cirugia asociada. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas (por
ejemplo, jeringas precargadas), ampollas, cartuchos, depésitos, o lyo-Jects. El recipiente puede estar
formado a partir de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. En algunas realizaciones,
un recipiente es una jeringa precargada. Jeringas precargadas adecuadas incluyen, pero no se limitan
a, jeringas de vidrio de borosilicato con revestimiento de silicona al horno, jeringas de vidrio de
borosilicato con silicona pulverizada, o jeringas de resina de plastico sin silicona.

[0180] Tipicamente, el recipiente puede tener formulaciones y una etiqueta en, o asociarse con, el
recipiente que puede indicar instrucciones para la reconstitucion y/o uso. Por ejemplo, la etiqueta puede
indicar que la formulacién se reconstituye a las concentraciones de proteina como se describid
anteriormente. La etiqueta puede indicar ademas que la formulacion es util o destinarse a, por ejemplo,
la administracién de TI. En algunas realizaciones, un recipiente puede contener una sola dosis de una
formulacion estable que contiene una enzima de sustitucidon (por ejemplo, una proteina de fusion
Naglu). En diversas realizaciones, una dosis Unica de la formulacién estable estd presente en un
volumen de menos de aproximadamente 15 ml, 10 ml, 5,0 ml, 4,0 ml, 3,5 ml, 3,0 ml, 2,5 ml, 2,0 ml, 1,5
ml, 1,0 ml, o 0,5 ml. Alternativamente, un recipiente que contiene la formulacién puede ser un vial
multiusos, que permite administraciones repetidas (por ejemplo, de 2-6 administraciones) de la
formulacion. Kits u otros articulos de fabricacion pueden incluir ademas un segundo recipiente que
comprende un diluyente adecuado (por ejemplo, BWFI, solucién salina, solucién salina tamponada).
Tras la mezcla del diluyente y la formulacién, la concentracion final de proteina en la formulacion
reconstituida sera generalmente al menos 1 mg/ml (por ejemplo, al menos 5 mg/ml, al menos 10 mg/ml,
al menos 25 mg/ml, al menos 50 mg/ml, al menos 75 mg/ml, al menos 100 mg/ml). Kits u otros articulos
de fabricacion pueden incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y
del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, IDDDs, catéteres, jeringas y
prospectos con instrucciones de uso.

[0181] La invencion se entendera mas plenamente por referencia a los siguientes ejemplos. No deben,
sin embargo, interpretarse como limitantes de la invencion como se describe en las reivindicaciones.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1: Expresion de proteinas de fusiéon rhNaglu y Naglu

[0182] Este ejemplo demuestra el desarrollo de una proteina humana recombinante Naglu destinada a
la administracion directa en el sistema nervioso central de los pacientes de Sanfilippo B a través de
inyecciones intratecales.

[0183] Sanfilippo de tipo B (Sanfilippo B) es un trastorno autosémico recesivo que es causado por la
deficiencia de alfa-N-acetilo-glucosaminidasa (Naglu). Naglu es la enzima que elimina la alfa-N-
acetilglucosamina desde el extremo no reductor de los oligosacaridos en la via de degradacién de
sulfato de heparina. El gen humano que codifica Naglu tiene seis exones que abarcan mas de 8,2kb en
cromosoma 17g21,1. Naglu humana se sintetiza en las células como un precursor de aminoacidos 743
que contiene un péptido sefal. La secuencia de aminoacidos de longitud completa de Naglu se
proporciona a continuacion en la Tabla 5:

Tabla 5
MEAVAVAAAVGVLLLAGAGGAAGDEAREAAAVRALVARLLGPGPAADFSVSVERALAAKPGLDTYS
LGGGGAARVRVRGSTGVAAAAGLHRYLRDFCGCHVAWSGSQLRLPRPLPAVPGELTEATPNRYRYY
QNVCTQSYSFVWWDWARWEREIDWMALNGINLALAWSGQEAIWQRVYLALGLTQAEINEFFTGPAF
LAWGRMGNLHTWDGPLPPSWHIKQLYLQHRVLDQMRSFGMTPVLPAFAGHVPEAVTRVFPQVNVTK
MGSWGHFNCSYSCSFLLAPEDPIFPHGSLFLRELIKEFGTDHIYGADTFNEMQPPSSEPSYLAAATTAVY
EAMTAVDTEAVWLLQGWLFQHQPQFWGPAQIRAVLGAVPRGRLLVLDLFAESQPVYTRTASFQGQPF
IWCMLHNFGGNHGLFGALEAVNGGPEAARLFPNSTMVGTGMAPEGISQNEVVYSLMAELGWRKDPY
PDLAAWVTSFAARRYGVSHPDAGAAWRLLLRSVYNCSGEACRGHNRSPLVRRPSLQMNTSIWYNRSD
VFEAWRLLLTSAPSLATSPAFRYDLLDLTRQAVQELVSLYYEEARSAYLSKELASLLRAGGVLAYELLP
ALDEVLASDSRFLLGSWLEQARAAAVSEAEADFYEQNSRYQLTLWGPEGNILDYANKQLAGLVANYY

TPRWRLFLEALVDSVAQGIPFQQHQFDKNVFQLEQAFVLSKQRYPSQPRGDTVDLAKKIFLKYYPRWYV
AGSW (SEQ 1D NO:2)

[0184] El péptido de sefial de aminoacidos 23 se elimina cuando la proteina entra en el reticulo
endoplasmico. La proteina madura de Naglu resultante se ordena a los lisosomas donde la degradacion
enzimatica de sulfato de heparina tiene lugar o se secreta en el espacio extracelular. El peso molecular
de Naglu madura humana recombinante es 80,2 kDa sin glicosilacion y aproximadamente 93,4 kDa con
el peso anadido de la glicosilacién. La secuencia de proteina madura de Naglu, en la que los residuos
de aminoacidos 1-23 se escinden, se proporciona a continuacion en la Tabla 6.

Tabla 6
DEAREAAAVRALVARLLGPGPAADFSVSVERALAAKPGLDTYSLGGGGAARVRVRGSTGVAAAAGL
HRYLRDFCGCHVAWSGSQLRLPRPLPAVPGELTEATPNRYRYYQNVCTQSYSFVWWDWARWEREID
WMALNGINLALAWSGQEAIWQRVYLALGLTQAEINEFFTGPAFLAWGRMGNLHTWDGPLPPSWHIK
QLYLQHRVLDQMRSFGMTPVLPAFAGHVPEAVTRVFPQVNVTKMGSWGHFNCSYSCSFLLAPEDPIFP
HGSLFLRELIKEFGTDHIYGADTFNEMQPPSSEPSYLAAATTAVYEAMTAVDTEAVWLLQGWLFQHQP
QFWGPAQIRAVLGAVPRGRLLVLDLFAESQPVYTRTASFQGQPFIWCMLHNFGGNHGLFGALEAVNG
GPEAARLFPNSTMVGTGMAPEGISQNEVVY SLMAELGWRKDPVPDLAAWVTSFAARRYGVSHPDAG
AAWRLLLRSVYNCSGEACRGHNRSPLVRRPSLQMNTSIWYNRSDVFEAWRLLLTSAPSLATSPAFRYD
LLDLTRQAVQELVSLYYEEARSAYLSKELASLLRAGGVLAYELLPALDEVLASDSRFLLGSWLEQARA
AAVSEAEADFYEQNSRYQLTLWGPEGNILDYANKQLAGLVANYYTPRWRLFLEALVDSVAQGIPFQQ
HQFDKNVFQLEQAFVLSKQRYPSQPRGDTVDLAKKIFLKYYPRWVAGSW (SEQ ID NO:1)

[0185] Para generar Naglu humana recombinante (rhNaglu), el ADNc de Naglu humano se inserté en
un vector de expresion y se transfecté en la linea celular HT1080. Un ensayo de actividad enzimatica
Naglu se utilizé para la deteccion de clones HT1080 de alta expresion. La proteina secretada generada
por Naglu expresando células HT1080 es la forma madura de Naglu humana. La Naglu humana
recombinante producida por las células HT1080 esta glicosilada. La rhNaglu estéd completamente activa
hacia un sustrato sintético, 4-MU-N-acetilo alfa-D-glucosaminida.

[0186] La diferencia mas significativa entre Naglu recombinante y la aislada de fuentes naturales, tales
como Naglu urinaria, placentaria y del higado es la falta de los glicanos de manosa-6-fosfato (M6P). La
falta de M6P en Naglu recombinante ha sido reportada por varios investigadores en el estudio de
rhNaglu derivada de células CHO y HEK 293. También se encontré que RhNaglu expresada por
HT1080 estaba privada de glicano M6P. No se conoce el mecanismo para la falta de M6P en Naglu
recombinante. Los presentes inventores han desarrollado varias proteinas de fusion y modificaciones
de glicano en un esfuerzo por superar la dependencia de MEP para la administracion celular en Naglu
recombinante (Figuras 1-3).
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Naglu-TAT

[0187] Una proteina de fusion de Naglu y el dominio de transduccién de proteina de VIH se denomind
Naglu-TAT. Naglu-TAT fue disefiado, producido, y purificado. Péptido TAT se ha demostrado para
facilitar la transduccién de la proteina a través de las membranas celulares en el citoplasma. Se ha
demostrado previamente que el péptido TAT fusionado con la enzima lisosomal beta-glucuronidasa
(GUS-TAT) resultdé en una mayor reduccion de almacenamiento lisosomal en el rifién de GUS después
de la inyeccion IV en ratones MPSVIlI (Grubb JH et al, Rejuvenation Research 13: 2, 2010).
Experimentos separados demostraron la mejora de la captacion celular de Naglu-TAT en fibroblastos
de pacientes de Sanfilippo B en comparacién con rhNaglu (datos no mostrados). Sin embargo, estudios
in vivo de biodistribucién indicaron que tras la inyeccion Tl, Naglu-TAT mostré biodistribucion similar a
rhNaglu y sélo ligeramente mejoraron la captacién celular. En este estudio, la mayoria de la proteina se
mantuvo en las meninges con una penetracion muy limitada para el parénquima del cerebro. Este
resultado indicé que la administracion mediada por péptido TAT no era suficiente para reemplazar
receptor mediado por la captacion celular de Naglu.

Naglu Kif

[0188] Naglu-Kif fue producido usando un proceso de cultivo celular modificado con la adicién de
kifunensina a los medios. Naglu-Kif fue propuesto, producido y purificado. La adicién de kifunensina
alteré la ruta de glicosilacion de rhNaglu para mejorar la produccién de glicano de alta manosa y
reprimir la adicién de hidratos de carbono complejos. Kifunensina inhibe la actividad Golgi alfa-
manosidasa |, y de este modo inhibe la eliminacién del glicano de alta manosa, que conduce a la
represion del acoplamiento de glicanos complejos. Como resultado, Naglu-Kif contiene en su mayoria
glicanos de alta manosa. La captacion celular utilizando lineas celulares derivadas de macréfagos
confirmé la captacion dependiente de receptor de manosa de Naglu-Kif. Sin embargo, un experimento
in vivo indicé que después de la inyeccion intratecal en el liquido cefalorraquideo de ratas canuladas de
tipo salvaje, Naglu-Kif no logr6 mostrar una mejor distribucion en el parénquima del cerebro sobre
rhNaglu. Se concluydé que captacion mediada por receptor de manosa de Naglu-Kif no facilitara la
administracion rhNaglu en el SNC.

Naglu-ApoE

[0189] EI dominio de unién al receptor de ApoE (Apolipoproteina E) se fusiond al C-terminal de Naglu
para utilizar el receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR) para la captacion celular de Naglu.
Este enfoque se basa en estudios que apoyan la presencia de LDLR en la acreditacion (Begley DJ et
al., Current Pharmaceutical Design, 2008, 14, 1566-1580). Un estudio de ratén preliminar in vivo indicé
que Naglu-ApoE administrado por via intravenosa en Sanfilippo B de ratén no se transporté al cerebro.

Administracién 1V de rhNaglu

[0190] Se llevaron a cabo experimentos in vivo para investigar rhNaglu y Naglu-IGFll en el transporte a
través de la BBB. El estudio indicé que la administracion IV de rhNaglu y Naglu-IGFIl en raton
Sanfilippo B no dio como resultado ninguna enzima en el cerebro, y mejora histo-patolégica no se
encontré en el cerebro de ratén tratado.

Naglu-IGFIl

[0191] Naglu-IGFIl se construyé mediante la fusion de una porciéon de la secuencia de factor de
crecimiento similar a la insulina Il (aa 8 a 67, 8-67IGFIl) al C-terminal de la secuencia Naglu. En
comparacién con la molécula de IGFIl de longitud completa, se informa que 8-67IGFIl se unird a
receptor M6P/IGF Il con una mayor afinidad de 2-10 veces, mientras que su capacidad para unirse al
receptor de IGF | se disminuye 30 veces (Hashimoto R, JBC 1995 270 (30): 18.013-18.018).

[0192] La molécula de Naglu-IGFIl contiene una secuencia enlazante que fue insertada entre Naglu y
8-67IGFIl. Esta secuencia de ligador consisti6 en ftres repeticiones en tandem de
"GGGGGAAAAGGGG" (SEQ ID NO: 4) con dos secuencias de "GAP" que flanquean cada extremo y
una secuencia de "GAP" entre cada repeticion final. La secuencia real del enlazador se proporciona en
la Tabla 7 a continuacion:

Tabla 7: Secuencia enlazadora
Naglu-GAPGGGGGAAAAGGGGGAPGGGGGAAAAGGGGGAPGGGGGAAAAGGGGGAP-1GFIL (SEQ
ID NO:5)

[0193] Para generar la fusion Naglu-IGFII recombinante, el ADNc se inserté en un vector de expresion,
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pXD671, y se transfectd en una linea celular de fibroblastos humanos. La secuencia de proteina de la
proteina de fusién Naglu-IGFIl recombinante se proporciona a continuacion en la Tabla 8:

Tabla 8: Secuencia de proteina de proteina de fusion de Naglu-IGFll recombinante
DEAREAAAVRALVARLLGPGPAADFSVSVERALAAKPGLDTYSLGGGGAARVRVRGSTGVAAAAGL
HRYLRDFCGCHVAWSGSQLRLPRPLPAVPGELTEATPNRYRYYQNVCTQSYSFVWWDWARWEREID
WMALNGINLALAWSGQEAIWQRVYLALGLTQAEINEFFTGPAFLAWGRMGNLHTWDGPLPPSWHIK
QLYLQHRVLDQMRSFGMTPVLPAFAGHVPEAVTRVFPQVNVTKMGSWGHFNCSYSCSFLLAPEDPIFP
IIGSLFLRELIKEFGTDHIYGADTFNEMQPPSSEPSYLAAATTAVYEAMTAVDTEAVWLLQGWLFQHQP
QFWGPAQIRAVLGAVPRGRLLVLDLFAESQPVYTRTASFQGQPFIWCMLHNFGGNHGLFGALEAVNG
GPEAARLFPNSTMVGTGMAPEGISQNEVVYSLMAELGWRKDPVPDLAAWVTSFAARRYGVSHPDAG
AAWRLLLRSVYNCSGEACRGHNRSPLVRRPSLOMNTSIWYNRSDVFEAWRLLLTSAPSLATSPAFRYD
LLDLTRQAVQELVSLYYEEARSAYLSKELASLLRAGGVLAYELLPALDEVLASDSRFLLGSWLEQARA
AAVSEAEADFYEQNSRYQLTLWGPEGNILDY ANKQLAGLVANYYTPRWRLFLEALVDSVAQGIPFQQ
HQFDENVFQLEQAFVLSKQRYPSQPRGDTVDLAKKIFLKY YPRWVAGSWGAPGGGGGAAAAAGGGG

SRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALLETYCATPAKSE (SEQ ID NO:6)

[0194] Ensayo de actividad enzimatica Naglu se utilizé para la deteccion de clones HT1080 de alta
expresion. Para aumentar aun mas la expresion de Naglu-IGFll, la linea celular seleccionada se
transfectd de nuevo con plasmido de expresion adicional que lleva la misma unidad de transcripcion. En
las lineas celulares tanto de Unica transfeccion y transfeccion doble, la Naglu-IGFIl secretada contiene
la secuencia de Naglu de longitud completa madura y 8-67IGFIl de longitud completa. La proteina de
fusion Naglu-IGFIl mostré actividad enzimatica hacia el mismo sustrato sintético, 4-MU-N-acetilo alfa-D-
glucosaminida. Las Figuras 4-6 representan un ciclo de produccion de onda ejemplar utilizando la linea
celular Naglu-IGFII de doble transfeccion. La produccion de la onda de esta linea celular Naglu-IGFlI
presentada en la Figura 4 logra 0,5 pcd (pictograma por millones de células por dia) de Naglu-IGFII.

Purificacién de rhNaglu y Naglu-IGFll

[0195] Un proceso de purificacion similar se aplicéd para rhNaglu, Naglu-IGFIl, Naglu-ApoE y Naglu Kif.
Un proceso de purificacion modificado se aplicé para Naglu-TAT. La purificacion de rhNaglu y proteina
Naglu-IGFll se resumen a continuacién.

[0196] Para la purificacion de rhNaglu y Naglu-IGFll, se utilizé un proceso de tres pasos (Figura 7). En
primer lugar, el medio acondicionado se concentré usando un dispositivo de ultrafiltracion (UF). A
continuacioén, los medios concentrados se aplicaron a la columna de cromatografia de sefarosa de
butilo (butilo), y, posteriormente, columna de cromatografia de una sefarosa Q (Q). La proteina
purificada se cambié de tampdn en una formulacién de PBS (fosfato de sodio 11,9 mM, 2,7 mM de
fosfato de potasio, cloruro de sodio 137 mM a pH 7,4) para el almacenamiento. rhNaglu y Naglu-IGFII
purificados tenian una pureza de 99% y 95%, respectivamente, tal como se evalué mediante
cromatografia liquida de alta presién de fase inversa (datos no mostrados).

Propiedad bioquimica de rhNaglu y Naglu-IGFI!

[0197] Todas las variantes Naglu, rhNaglu, Naglu-TAT, Naglu-IGFll, Naglu-Kif y Naglu-ApoE mostré
actividad biolégica similar hacia el sustrato sintético, 4-metilumbeliferilo-N-acetilo-aD-glucosaminida.
Todas las variantes fueron negativas para glicosilaciones fosfariladas como se determina por analisis
de glucano a través de cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento y por analisis de
monosacaridos.

[0198] La siguiente seccién resume las propiedades bioquimicas de rhNaglu y Naglu-IGFIl solamente
(Tabla 9). Como puede verse en la Tabla 9, la comparacién bioquimica de rhNaglu y Naglu-IGFll indica
actividad enzimatica similar y estabilidad entre las dos proteinas. El pH 6ptimo para la estabilidad
térmica se mide por calorimetria diferencial de barrido para rhNaglu era pH 5 - pH 6,5, y pH 6 a pH 6,5
para Naglu-IGFIl. Este resultado esta de acuerdo con el requisito de hidrolisasa lisosomal para exhibir
una estabilidad 6ptima en el ambiente acido de los lisosomas.
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Tabla 9: comparacién bioquimica de rhNaglu y Naglu-IGFII

Sistema de expresion Células HT 1080

Fosfato de sodio 11,9 mM, fosfato de potasio 2,7 mM
cloruro sédico 137 mM a pH 7,4
16,5 mg/ml; rhNaglu

26 mg/ml; Naglu-IGFII

Km = 0,3 mM; rhNaglu

Km = 0,2 mM; Naglu-IGFlI

5-6,5; rhNaglu

6-6,5; Naglu-IGFll

Trimero (MALS y AUC)
(estructura cristalina del rhNaglu)
Glicosilacion M6P Negativo

Formulacién (PBS)

Limites de solubilidad

Actividad enzimatica

pH 6ptimo para Termo-estabilidad

Estado de asociacion nativa

[0199] Ademas, Naglu-IGFIl se concentrd con éxito hasta 26 mg/ml como se determina mediante un
ensayo de proteinas de Bradford y sin signos de agregacién o pérdida de actividad después de
almacenarse a 4°C durante un maximo de 3 meses. Una formulaciéon (por ejemplo, para la
administracion de Tl) de 5 mM de fosfato de sodio pH 6,5, 150 mM de cloruro de sodio, 0,005% de
Polisorbato 20 también fue ensayado para la formulacion de Naglu-IGFIl. Se observaron estabilidad y
solubilidad similares entre Naglu-IGFIl en la formulacion de PBS y las formulaciones de Tl (datos no
mostrados).

Estructura cristalina de Naglu

[0200] Uno de los avances en el desarrollo de rhNaglu fue la determinacién de la estructura cristalina
de Naglu por PEPR. Este logro proporcioné informaciéon a la estructura del Naglu, y ayuda en la
prediccion de la estabilidad de proteinas y el requisito de formulacién. Se contempla que la alineacion
de las mutaciones de pacientes de Sanfilippo B en la estructura 3D de Naglu proporcionara informacion
y una herramienta para el desarrollo de farmacos.

[0201] Los cristales (Figura 8) se obtuvieron de proteina rhNaglu purificada a partir de medios de cultivo
tratado con inhibidor de manosidasa-l, kifunensina. Naglu Kif contiene secuencias de proteinas
idénticas como rhNaglu, pero diferente patrén de glicosilacion. Los cristales adquiridos de Naglu Kif se
cultivaron a pH = 7,5 y la estructura de Naglu Kif se resolvié en resolucion de 2,4 A por cristalografia de
rayos X. La estructura de Naglu (Figura 9) se identifica por tener tres dominios distintos, un dominio N-
terminal (dominio-l, aa 24-126) seguido de un ((/®) 8 dominio de barril que contiene el glutamatos
cataliticos (dominio-Il, aa 127-467) y un todo dominio helicoidal C-terminal (dominio-lll, aa 468-743). La
estructura de dominio similar se ha observado para otra proteina de familia de hidrolasa de glucdsido
89, cpGH89, un homdlogo bacteriano de Naglu (Ficko-Blean E, et al., PNAS 6 de mayo 2008 vol. 105
n°® 18 6560-6565). El sitio activo se encuentra en una hendidura entre los dominios Il y Il y los residuos
cataliticos son identificados como E316 y E446 ubicados en el dominio Il

[0202] Una disposicion de trimero simétrico de moléculas Naglu se puede ver en la estructura cristalina
(Figura 10), que esta de acuerdo con el estado de asociacién nativo observado de ultracentrifugacion
analitica (AUC) y la cromatografia de exclusién de tamafo con experimentos de dispersion de luz de
multi-angulo en linea (SEC-MALS). Interaccion hidréfoba y enlaces de hidrégeno en el dominio Il tienen
la conformacién trimérica de la proteina. H227 parece formar interacciones de apilamiento con R297 de
una molécula adyacente durante la trimerizacién. Ademas, E302 forma la interaccion de enlace de
hidrégeno intermolecular con K301.

[0203] Naglu tiene seis sitios potenciales de N-glicosilacion (N261, N272, N435, N503, N526 y N532) y
todos los seis sitios estan glicosilados en la estructura cristalina. Densidades electronicas claras para
dos moléculas de NAG unidos a cada uno de N272 y N435 y una molécula NAG cada uno unido a
N261, N503, N526 y N532 se observaron en el mapa de densidad de electrones a 2,4 A de resolucion.
El resto de las estructuras de glicano no son claramente visibles en el mapa de densidad de electrones
debido a la naturaleza flexible de los restos de azucares expuestos a disolvente.

[0204] La informacioén estructural de las ayudas Naglu en el andlisis de estabilidad y caracterizacién de
nivel molecular de Naglu. Hay ocho cisteinas en Naglu, cuatro de ellos forman dos puentes de disulfuro
(Cys273-Cys277 y Cys504-Cys509). Los otros cuatro, C97, C99, C136 y C405 aparecen como
cisteinas reducidas en la estructura cristalina a pesar de que no hay agentes reductores utilizados
durante los procesos de purificacion y cristalizacion. C97 y C99 estan cerca uno del otro y estan
parcialmente expuestos cerca de la superficie. Sin embargo C136 y C405 estan enterrados y es
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improbable que forman enlaces de disulfuro intermoleculares en base a la estructura.

[0205] Se contempla que, en base a la informacion estructural disponible en la actualidad, la cartografia
de las mutaciones de los pacientes de Sanfilippo B arrojara luz sobre futuros potenciales de desarrollo
de farmacos para esta enfermedad tales como el disefio racional de los chaperones moleculares
pequefos. Mutaciones San B graves reportadas de la literatura (Yogalingam 2001) fueron asignadas en
la estructura cristalina. Unas agrupaciones de mutaciones podrian estar relacionados con las regiones
estructurales o funcionales, tales como el sitio activo, un bucle que contiene tres sitios de glicosilacion
en el dominio-lll, y la interfaz entre los tres dominios (Figura 10). Ademas, las agrupaciones de
mutaciones podrian verse en N-terminal de dominio-l y el haz helicoidal C-término de dominio-IIl. La
mayor parte de estos residuos que estdn mutados son parte de enlaces de hidrégeno y oftras
interacciones no covalentes y estan involucrados en la estabilizacion estructural de Naglu.

Ejemplo 2: En el estudio in vitro de rhNaglu y Naglu-IGFlI

[0206] El mecanismo de captacion celular por cada una de las variantes Naglu se estudi6 utilizando dos
cepas de células de fibroblastos de pacientes de Sanfilippo B, GM02391 (P359L) y GM 01426 (E153K),
y una linea celular de fibroblastos humanos normales. Atribuido a la expresion del receptor de M6P en
la linea celular, las células de fibroblastos se utilizan tradicionalmente por los investigadores para el
estudio de la captacion celular de enzimas lisosomales.

[0207] Estudios de captacion celular se realizaron por incubaciéon de células de fibroblastos con
rhNaglu o Naglu-IGFIl durante cuatro horas a 37°C. Las células se lavaron y se lisaron después de la
incubacién, y se midié la actividad enzimatica Naglu en los lisados celulares. La incubacion de rhNaglu
con células de fibroblastos resulté en una cantidad apenas detectable de la enzima intracelularmente.
En contraste, la incubacion de Naglu-IGFIl con células de fibroblastos dio lugar a nivel pronunciado de
la enzima intracelular (Figura 11). La cantidad de Naglu-IGFII internalizado alcanzé la saturacion al
aumentarse la cantidad de enzima utilizada para la incubacién. La absorcion de saturacién dependiente
de la dosis es un hallazgo tipico para receptor mediado por la captacion celular. Ademas, la
internalizacion de Naglu-IGFII no fue inhibida por M6P exégeno, pero fue inhibida completamente por
IGFIl exdgeno (Figura 11). Este resultado indicé que la internalizacion Naglu-IGFIl en células de
fibroblastos depende de receptor de M6P/IGFII de una manera independiente de glicosilacion.

[0208] Un experimento también se llevd a cabo para estudiar el trafico de rhNaglu y Naglu-IGFIl a los
lisosomas. Se utilizaron células de fibroblastos de pacientes de Sanfilippo B (GM01426) para este
estudio. La deteccion de rhNaglu y Naglu-IGFIl se examiné mediante la tincion de las células con
anticuerpo policlonal Naglu anti-humano después de la incubacion inicial de las proteinas con las
células. La tincion Inmunofluorescente de LAMP-1 (proteina de membrana lisosomal asociada 1) se
utilizé para la deteccion de los lisosomas. Co-localizacion de rhNaglu y Naglu-IGFIl con los lisosomas
se visualizé por microscopia confocal (Figura 12).

[0209] Se observéa amplia internalizacion de Naglu-IGFIl después de 4 horas de incubacion de la
proteina con las células, se demostro co-localizacion de Naglu-IGFll con los lisosomas. Por el contrario,
rhNaglu no pudo demostrar la internalizacion en el mismo marco de tiempo, y no se observd co-
localizacién con los lisosomas. Este resultado proporciona ademas la evidencia de que Naglu-IGFIl se
internaliza en las células y se transporta al compartimento celular correcto, los lisosomas. La media
vida de internalizado Naglu-IGFIl en células de fibroblastos de pacientes de Sanfilippo B se determind
que era de 1,5 dias (datos no mostrados).

Ejemplo 3: Estudios in vivo en modelos de raton
Rata canulada de tipo salvaje

[0210] Ademas del modelo de ratén Sanfilippo B, la rata canuladz de tipo silvestre, un modelo de
animal no deficiente, también se utilizé para el cribado de la molécula in vivo. Las ratas canuladas de
tipo silvestre habian implantado quirirgicamente canula en la regiéon del lumbar superior y toracica
inferior de la médula espinal, y una unica inyeccion de 35ul a la LCR se hizo a través de la canula. Los
criterios evaluados para el examen molecular utilizando este modelo animal eran un ensayo de
actividad de Naglu e inmunohistoquimica del cerebro y la médula espinal.

Modelo de ratén Sanfilippo B

[0211] El modelo de ratéon de Sanfilippo B (ratén de Naglu -/-, ratén de Sanfilippo BSanfilippo B) se
genero por E. Neufeld y compariero (Li HH, et al, PNAS 96 (25): 14505-14510; 1999). El ex6n 6 del gen
Naglu del ratén se ve interrumpido por la insercion de un marcador de seleccion, gen resistente a
neomicina. El homocigoto resultante de ratén Naglu -/- son completamente deficientes en Naglu (Figura
13), y tienen la acumulacion total de GAG en el higado y el rifidn. A pesar de la carencia total de Naglu,
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estos ratones son generalmente sanos y tienen una duracion de vida de 8-12 meses. Los cambios de la
expresion de otras enzimas lisosomales suceden a la edad de aproximadamente 5 meses, estos
cambios incluyen un aumento compensatorio de ®-galactosidasa, (-glucosidasa, ®-glucuronidasa y
®-hexosaminidasa en el higado y el cerebro, la elevacion de (-L-iduronidasa en el higado pero no en el
cerebro, y la reduccion de la neuraminidasa en el higado y el cerebro. La muerte generalmente se
produce como resultado de la retencién urinaria y la infeccién urinaria. El modelo de ratéon Sanfilippo B
se ha estudiado ampliamente en la literatura para mostrar los cambios patolégicos de Sanfilippo B. Se
informoé que la patologia del SNC relacionada con fenotipo de ratén de Naglu -/- era hipo-activa a la
edad de 4,5 meses, pero también se ha observado hiperactividad en otras edades.

[0212] Los cambios neuro-patoldgicos en ratén de Naglu -/- se describen como vacuolas y cuerpos de
inclusion en las neuronas, macréfagos y células epiteliales como se observa por EM (microscopia
electronica). Estos cambios patoldgicos suelen comenzar a los 33 dias de edad, y empeoran
progresivamente a medida que los animales envejecen. Astrocitos activados y células microgliales
también se demostraron por analisis histo-patoldgico. El andlisis bioquimico de dos gangoliosides, GM2
y GM3, mostré aumentos de 5 veces y 9 veces en el cerebro. (Ya que GM2 y GM3 no son sustratos
directos de Naglu, y podria ser dificil de demostrar la reduccién significativa después de ERT para el
periodo corto de tiempo, que se no se utilizaron como biomarcadores finales para POC).

[0213] EI analisis bioquimico hecho por la medicién de actividades enzimaticas Naglu y niveles de
GAG, el analisis histologico se realizd por el anticuerpo anti-humano Naglu, anticuerpo anti-LAMP-1,
anticuerpo anti-lba-1 e inmunohistoquimica de anticuerpo anti-GFAP. El anticuerpo Naglu anti-humano
utilizado para este estudio fue un anticuerpo monoclonal de ratén que no une Naglu endégeno murino
en el ratén en peso o el Naglu mutado en ratén de Sanfilippo B. La inmunotincion de LAMP-1 utilizada
como anticuerpo se une a proteina de membrana lisosomal, asociada a la proteina de membrana
lisosomal 1. La tincion Iba-1 utilizé un anticuerpo que se une a la proteina adaptadora de unién a calcio
ionizado que es especifico para células de la microglia y los macrofagos. La tincion de GFAP utiliza un
anticuerpo que se une a la proteina &cida fibrilar glial que es especifico para astrocitos.

En el examen de la actividad biolégica in vivo mediante inyecciones intracraneales (IC) en ratén de
Sanfilippo B

[0214] EI objetivo de este estudio consistié en evaluar la actividad bioldgica de las enzimas Naglu in
vivo. En este estudio, las proteinas se administraron a través de inyeccion de IC en el cerebro de
Sanfilippo B de ratén. La edad de los ratones de Sanfilippo B para el estudio fue muy similar, a las 8
semanas de edad. La via de inyeccién IC ofrecié el mejor de los casos para evaluar la eficacia de las
moléculas. Las proteinas Naglu se evaluaron por la capacidad de absorbirse en las células neuronales
y a reducir el almacenamiento lisosomico. La inmunohistoquimica se utilizd para evaluar la
biodistribuciéon. Y almacenamiento lisosomal se caracterizé por el nimero y el tamafio de la tincién
positiva utilizando la inmunotincién de LAMP-1.

[0215] La inyeccion IC se realizd por inyeccion directa a través del craneo del raton Sanfilippo B en la
corteza derecha del cerebro. Dos microlitros, o 35 ug de proteina Naglu se inyectaron en cada animal.
Sacrificios de los animales se llevaron a cabo 7 dias después de la inyeccion. Se pre-determiné el
momento del sacrificio en un estudio piloto en el cual se llevaron a cabo los sacrificios de los animales
3, 7 y 14 dias después de la inyeccion. A partir del estudio piloto, se determiné que 7 dias tras la
inyeccion es el momento 6ptimo para el estudio inmunohistoquimico. Las secciones de cerebro se
cortaron transversalmente (Figura 14), y se realizd6 inmunotincién de Naglu y Lamp-1. La captacién
celular en tanto las neuronas como las células gliales en ratén de Sanfilippo B tratado con rhNaglu y
Naglu-IGFIl se demostré mediante inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo de Naglu anti-humano
(Figuras 14-16). No hubo diferencia significativa entre ratén de Sanfilippo B tratado con rhNaglu y
Naglu-IGFll, en cuanto a la captacion celular. Adicionalmente, la inmunotincion de LAMP-1 del tejido
cerebral de ratén tratado tanto con rhNaglu y Naglu-IGFll indica un nivel significativo de reduccion de
almacenamiento lisosomal. El nivel de reduccion de almacenamiento lisosomal en grupos tratados tanto
con rhNaglu y Naglu-IGFIl fue casi al mismo nivel de ratén de tipo silvestre normal.

[0216] La reduccion de almacenamiento lisosomal también se observé en ratones de Sanfilippo B
ensayados con Naglu-TAT, Naglu-Kif y Pert-Naglu después de la inyeccion de IC (datos no mostrados).
Este estudio demostro la actividad biolégica in vivo de todas las variantes de Naglu.

[0217] En un estudio separado, se les administré por Tl a ratones deficientes en Naglu un vehiculo o,
alternativamente, una, dos o tres dosis semanales de un constructo de proteina de fusion Naglu-IGF-II
(Naglu) recombinante en PBS. Un grupo de tipo silvestre no tratado de ratones sirvié como un control
de tipo silvestre sin tratar y se les administré un vehiculo sin Naglu. Los ratones se sacrificaron después
de 24 horas después de la inyeccidon final, seguido de la preparacion del tejido para la
inmunohistoquimica (IHC) y el analisis histopatolégico.
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[0218] La distribucion de Naglu a los tejidos cerebrales de los ratones deficientes en Naglu era evidente
después de administracion Tl de la Naglu recombinante. Como se ilustra en la Figura 17A, la
administracion Tl de la Naglu recombinante a los ratones Naglu deficientes dio como resultado la
reduccion generalizada de vacuolizacion celular en los tejidos de la materia blanca en comparacién con
ratones deficientes por Naglu a los que se les administré por Tl el vehiculo. Del mismo modo, y como
se ilustra en la Figura 17B, el analisis morfométrico revelé una marcada reduccién en la inmunotincion
LAMP1 en los tejidos de la sustancia blanca de los ratones tratados con relaciéon a los ratones
deficientes por Naglu sin tratar, reflejando de este modo una mejora en la patologia de la enfermedad.

[0219] Como se muestra en las Figuras 18A-B, en cada area de tejido cerebral evaluado (la corteza, el
nucleo caudado y putamen (CP), el talamo (TH), cerebelo (CBL) y la materia blanca (WM)) el area
positiva por LAMP se redujo en los ratones tratados con Naglu con relacién a los ratones de control
deficientes por Naglu sin tratar, y se acercé al area positiva por LAMP-de los ratones de tipo salvaje.
Particularmente notable es que las areas positivas por LAMP en cada area de tejido cerebral analizado
se redujeron aun mas después de la administracion Tl de dos o tres dosis (Figura 18B) en relacion con
una sola dosis (Figura 18A) de Naglu.

[0220] Estos resultados también confirman que Naglu administrado por Tl es capaz de alterar la
progresion de enfermedades de almacenamiento lisosomal, tales como sindrome de Sanfilippo de tipo
B en el modelo de ratén deficientes por Naglu, lo que confirma ademas la capacidad de enzimas
administradas por Tl como Naglu para tratar las manifestaciones del SNC asociadas con enfermedades
de almacenamiento lisosomal, tales como sindrome de Sanfilippo de tipo B.

Examen de la molécula por via inyecciones intratecales (Tl) en rata canulada de tipo silvestre

[0221] Este estudio imita directamente un enfoque mediado por puerto por la administracion del
farmaco. Proteina Naglu se administraba por via inyecciones de Tl en ratas canuladas de tipo silvestre
para determinar la biodistribucion en el parénquima del cerebro.

[0222] La canula en estos animales se colocd en el lumbar superior y porcién toracica inferior de la
médula espinal (Figura 19). Los animales fueron inyectados con 35 pl, o 385 ug de rhNaglu, Naglu-
TAT, Naglu-IGFIl y Pert-Naglu, a través de la canula (debido a la limitacion de solubilidad, Naglu Kif se
inyectaron con sélo el 38,5 ug, que es 10 veces menos que el resto de la Naglu). Los sacrificios
sucedieron 4 horas y 24 horas después de las inyecciones.

[0223] Se recogieron los tejidos del cerebro y la médula espinal y se midieron por el ensayo de
actividad Naglu. En el cerebro de los animales tratados, animales tratados con Naglu-TAT y Naglu-IGFlI
mostraron una actividad mas alta que la rhNaglu y todos los demas animales tratados con variantes de
Naglu (Figura 20). Como tendencia general, la actividad de Naglu fue significativamente mayor en la
médula espinal que en el cerebro de todos los animales tratados (datos no mostrados). Este fendmeno
puede indicar que las proteinas se recogieron mas en el lugar mas cercano a la inyeccién de TI.

[0224] EI analisis inmunohistoquimico indica que la biodistribucion del grupo Naglu-IGFIl tratado fue
mas extensa en el cerebro de todos los demas grupos tratados con variantes de Naglu 24 hr después
de las inyecciones (Figuras 21 y 22). En los animales tratados con rhNaglu se observé la proteina en
las meninges de solo el cerebro. En la seccion de la médula espinal, IHC indico cierta captacion celular
de rhNaglu en las neuronas de la materia gris, pero en un grado mucho menor que la captacion Naglu-
IGFIl en las neuronas de la médula espinal (datos no mostrados).

[0225] En grupo inyectado con Naglu-TAT, a pesar de que se observo una actividad mas alta de Naglu
en el tejido cerebral mediante andlisis bioquimico, pero IHC no indicé penetracion de Naglu-TAT en el
parénquima del cerebro, excepto que queda en las meninges. Ademés de Naglu-IGFll, todas las otras
variantes Naglu no lograron mostrar biodistribucion mas alla de las meninges, un fuerte testimonio de la
dependencia de los receptores/IGFIl M6P para la captacion celular de Naglu en el cerebro después de
la inyeccion de TI. Este estudio apuntd a Naglu-IGFIl como la molécula principal para el desarrollo de
farmacos para Sanfilippo B.

Ejemplo 4: Estudio de prueba de concepto utilizando Naglu-IGFIl
Disefio experimental

[0226] El estudio de prueba de concepto fue disefiado para mostrar tanto la biodistribucion como la
inversiéon del almacenamiento lisosomal después de la inyeccion Tl de Naglu-IGFIl de ratones de
Sanfilippo B. Para este estudio, tres grupos de ratones de Sanfilippo B de 8 semanas de edad fueron
tratados con una inyeccion Tl de Naglu-IGFIl. Cada inyeccién de Tl constituye un volumen de 10 ul o
260 ug de Naglu-IGFIl. Habia tres grupos tratados, grupo de 1x inyeccién, 2x inyeccion y 3x inyeccion.
Para el grupo de inyeccion 1x, una sola dosis de la proteina se administr6 en el dia 0. Los animales se
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sacrificaron 24 h después de la inyeccién. Para el grupo de inyeccion 2x, dos inyecciones de Tl se
administraron en el dia 0 y el dia 7, y los animales se sacrificaron 24 horas después de la ultima
inyeccion. Para el grupo de inyeccion 3x, inyecciones de Tl se administraron en el dia 0, dia 7 y dia 14,
y los animales se sacrificaron 24 horas después de la ultima inyecciéon. También se incluyeron tres
grupos de raton tratados con vehiculo. Para los grupos de control del vehiculo, los ratones de Sanfilippo
B fueron inyectados con vehiculo en el mismo intervalo de tiempo que los grupos tratados y
sacrificados de la misma forma como los grupos tratados.

[0227] Se aplicaron tanto los analisis bioquimicos como los histolégicos para evaluar el resultado del
estudio. Los analisis bioquimicos incluyen un ensayo de actividad de Naglu para medir la cantidad de
enzimas en el tejido y un ensayo de GAG totales para evaluar la reduccion de almacenamiento
lisosomal. Higado y cerebro fueron los dos tejidos sometidos a analisis bioquimicos (Figura 23 y 24).
Los analisis histolégicos incluyen tincion H&E de los tejidos para la evaluacion morfolégica (datos no
mostrados), y la tincién inmunohistoquimica con el anticuerpo Naglu anti-humano, LAMP, lba y GFAP
(datos de tincion Iba y GFAP no mostrados).

[0228] El anticuerpo Naglu anti-humano utilizado para este estudio fue un anticuerpo monoclonal de
ratén que no se une Naglu endégeno murino en el ratén en peso o el Naglu mutado en ratones de
Sanfilippo B. Inmunotinciéon de Lamp-1 con el uso de un anticuerpo, se une a la proteina de membrana
lisosomal asociada. La tincién de Iba-1 con el uso de un anticuerpo se une a calcio ionizado de unién a
proteina adaptadora que es especifico para células de la microglia y los macrofagos. La tincion GFAP
con el uso de un anticuerpo que se une a la proteina acida fibrilar glial que es especifica para
astrocitos.

[0229] Imagenes microscopicas representativas de inmunofluorescencia de Naglu se muestran en la
Figura 25. Areas ejemplares del cerebro se representan en la Figura 26. A pesar de que Naglu-IGFIl se
detecto en la corteza cerebral, que estd mas cerca de las meninges, que no ha sido encontrado en la
region subcortical tal como el nlcleo caudado, el talamo y la sustancia blanca (datos no mostrados).
Dado que la inmunotincion de LAMP-1, lba-1 y GFAP de las mismas areas subcorticales hizo
demostrar la reversion de almacenamiento lisosomal, se creia que la inmunotincidon negativa de Naglu
en las zonas profundas del cerebro se debia probablemente a la sensibilidad de la inmunofluorescencia
Naglu.

[0230] Imagenes microscopicas representativas de inmunotincion de Lamp-1 se muestran en las
Figuras 27-31. Para demostrar la extension de la distribucion de las proteinas y la eficacia, la corteza
cerebral y las regiones subcorticales, tales como el nucleo caudado, el talamo y la sustancia blanca, y
la corteza cerebelosa se seleccionaron para el analisis inmunohistoquimico. El resultado de Iba-1 y
inmunotincion de GFAP (datos no mostrados) indicé que lo que se ve en la inmunotinciéon de Lamp-1
fue el efecto combinado de los cambios de las células microgliales y astrocitos, los dos tipos de células
que fueron reportados a ser afectados en el modelo de ratéon de Sanfilippo B (Li 2002, Ohmi 2002),
ademas de las neuronas. Debido a limitaciones técnicas, la inmunotincién de Lamp-1 no fue capaz de
revelar el almacenamiento lisosomal en las neuronas. Para observar mejor la acumulacion lisosomal en
las neuronas, tales vacuolas y las inclusiones, se utiliza por lo general la microscopia electrénica (EM
no se incluyé en el estudio actual).

[0231] Se apreciara que la identificacion de tipos de células se limitdé a las neuronas y células gliales.
Las neuronas se identifican tipicamente por el nucleo relativamente grande y palido que contiene uno o
mas nucleolos manchados densamente, y el citoplasma frecuentemente detectable. Las células gliales
se identifican generalmente por el pequefo nucleo denso y el citoplasma inconspicuo. La distincion
entre los diferentes tipos de células gliales, tales como astrocitos, células de la microglia, células
ependimarias y oligodendrocitos, tipicamente se realiza mejor mediante la tincion con marcadores
especificos de tipo celular.

[0232] Ademas de la reduccién de almacenamiento lisosomal exhibida por la inmunotincién de Lamp-1,
la inmunotincion Iba-1 indica la reduccién del tamafio de la célula y el nUmero de procesos en células
microgiales, e inmunotincion GFAP indicé la reduccion de tamafio de célula y longitud/nimero de
procesos en los astrocitos, en la corteza cerebral, nucleado caudado, el tdlamo, la materia blanca y el
cerebelo después de las inyecciones Tl de Naglu-IGFIl (datos no mostrados). Ademas, el analisis
histopatologico por tincion H&E (hematoxilina y eosina) de los tejidos cerebrales de las mismas areas
que se habia examinado para inmunohistoquimica, demostré la reduccién de vacuolas en las células
gliales después de inyeccion de Tl 3x de Naglu-IGFIl. Todo los resultados mencionados anteriormente
también sugerieron el efecto relacionado con la dosis de inyecciones Tl de Naglu-IGFII.

[0233] Los analisis bioquimicos de ratones de Sanfilippo B después de la inyeccion de Tl de Naglu-
IGFII detectaron actividad de Naglu en el cerebro y el higado. La eficacia de la Naglu-IGFIl se demostrd
mediante reduccién total de GAG en el cerebro y el higado. La inmunohistoquimica demostr6 la
biodistribucion de Naglu-IGFIl en el parénquima del cerebro. La inmunotincién de la LAMP- 1, Iba-1,
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GFAP y el andlisis histopatolégico por tincion H&E exhibié una reducciéon de almacenamiento lisosomal,
reduccion del tamafio y proceso por microglial y astrocitos no solo en la zona cortical cerebral del
cerebro, sino también en las areas subcorticales, la sustancia blanca del cerebelo y la corteza del
cerebro.

Conclusiones

[0234] Entre otras cosas, se ha demostrado que la proteina de fusion, Naglu-IGFIl, exhibié actividad
enzimatica in vitro hacia un sustrato que tiene una estructura similar a la del sustrato natural de Naglu.
El estudio de captacion celular in vitro demostré que la molécula se recogié a las células por el receptor
de M6P/IGFII de una manera que era independiente de glicosilacion M6P. Naglu-IGFll internalizada se
demostré para co-localizar con lisosomas. Se mostré que Naglu-IGFIl reducia el almacenamiento
lisosémico in vivo después de la inyeccion IC en el ratéon de Sanfilippo B. En comparacion con rhNaglu
y otras fusiones y modificaciones Naglu, Naglu-IGFIl los superd en penetrar en el parénquima del
cerebro de rata canulada de tipo silvestre después de la inyeccién de TI. Por ultimo, la inyeccién de TI
de la fusién Naglu-IGFIl en ratones de Sanfilippo B demostrd extensa distribucién mas alla de las
meninges, y la inversion observada de almacenamiento lisosomal en la corteza cerebral, asi como en
las regiones subcorticales. Tomados en conjunto, estos datos indican que Naglu-IGFIl es un farmaco
candidato para el tratamiento de la enfermedad de Sanfilippo B.

Ejemplo 5: Toxicidad, farmacocinética (PK) y estudios de biodistribucion del tejido de Naglu-
IGFII

Prueba de estudios de concepto en ratén

[0235] Tres grupos (n = 3) de ratones de Naglu (-/-) fueron inyectados con 10 uL que contiene 260 ug
de Naglu-IGFIl dado como una inyeccién lumbar Tl de bolo uUnico. La dosis de 260 ug se traduce en
una dosis de 520 mg/kg de peso del cerebro (cerebro de ratén = 0,0005 kg). Un grupo se inyecto en el
dia 0 y se sacrificd 24 h después de la inyeccion. Se le inyectd un segundo grupo en los dias 0y 7, y se
sacrificd 24 horas después de la ultima inyeccion. El tercer grupo se inyectd en los dias 0, 7,y 14, y se
sacrific6 24 horas después de la ultima inyecciéon. Cada grupo dosificado con Naglu-IGFIl fue
emparejado con un grupo de control del vehiculo con el fin de controlar la gravedad de
edad/enfermedad.

[0236] La actividad enzimatica de Naglu en el cerebro y el higado fue similar para los tres grupos
dosificados con Naglu-IGFIl. Al comparar la actividad enzimatica de rhNaglu en el higado con el
cerebro, se encontré en el higado mas de 10 veces la actividad enzimatica de rhNaglu. Se contempla
que dado que los niveles de actividad de la enzima rhNAGLU fueron comparables en el cerebro y el
higado después de 1, 3 y 6 meses de dosificacion en los estudios de toxicidad pivotales en ratas y
monos jévenes, una parte de la dosis rhNaglu dada a los ratones Naglu (-/-) no puede haber sido
administrada, sino mas bien sistémicamente. Sin embargo, el nivel total de GAG en el cerebro mostré
una reduccioén estadisticamente significativa (p <0,05) después de 3 inyecciones de Tl. Una tendencia
relacionada con la dosis para la reduccion total del nivel de GAG se observé en los higados, lo cual era
estadisticamente significativa (p <0,05) en los grupos que recibieron 2 o 3 dosis.

[0237] Se observé que la biodistribucion de Naglu-IGFII después de la inyeccion de Tl llegaba mucho
mas alla de las meninges en el parénquima del cerebro, pero regiones profundas subcorticales fueron
negativas para la inmunotincién del anticuerpo anti-Naglu. Se observé una reduccion de la actividad
lisosomal por inmunotincion de proteina de membrana lisosomal asociada (LAMP) en los grupos que
Gnicamente recibieron 2 6 3 dosis. Areas de reduccién de la actividad lisosomal incluyen la corteza
cerebral y profundas regiones subcorticales del nucleo caudado, talamo, y la materia blanca. Asi, la
reduccion de diversos parametros de inmunotincién en animales dosificados con Naglu-IGFll sugirieron
que los niveles terapéuticos de Naglu pueden estar presentes a pesar de la ausencia de inmunotincion
anti-NAGLU. Una respuesta inflamatoria atenuada se evidencié por la reduccion de la inmunotincion de
proteina acida fibrilar glial (GFAP) de los astrocitos y la reduccién de la tincion de molécula adaptadora
de unién a calcio ionizada (Iba) de microglia/macréfagos en grupos que uUnicamente recibieron 2 6 3
dosis. Areas de andlisis incluyen la corteza cerebral y profundas regiones subcorticales del ntcleo
caudado, talamo, y materia blanca.

Estudios en rata

[0238] La rata S-D fue seleccionada como la especie de roedores para la evaluacién toxicoldgica de
Naglu-IGFIl administrado con TI. Como resultado de ello, dieciséis ratas (ocho por sexo) se dosifican
con Naglu-IGFIl recombinante en la dosis maxima factible (MFD), y aproximadamente en 1/4y 1/2 el
MFD (niveles bajos y medianos de dosis, respectivamente) cada 4 dias para un total de 8 dosis.

[0239] Estudio PK/biodistribucién de dosis unica en ratas S-D se realiza para determinar LCR y la
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concentracion de suero, o distribucion en los tejidos, respectivamente, después de la administracion de
TI-L a animales machos y hembras.

[0240] Los estudios toxicoldgicos estan disefiados para evaluar la administracién TI-L de Naglu-IGFlI
desde una perspectiva farmacoldgica de toxicologia y seguridad (seguridad neuroldgica, respiratoria, y
cardiovascular) tanto en animales machos como hembras. La evaluacién toxicoldgica en estos estudios
incluye observaciones clinicas, pesos corporales, consumo de alimentos, la patologia clinica,
evaluaciones de farmacologia de seguridad apropiadas (por exploracién fisica o electrocardiografia),
tejido bruto y evaluacion microscépica. Un numero limitado de muestras de LCR y de suero se recogi6
y se analiz6 para Naglu-IGFIl, y anticuerpos contra el articulo de prueba. La distribucion tisular de
Naglu-IGFIl y localizaciéon subcelular se cuantifican mediante ensayo de actividad enzimatica y la
inmunohistoquimica, respectivamente. Ademas, los estudios seleccionados incluyen un periodo de
recuperacion para evaluar la reversibilidad, o aparicidon retardada potencial, de cualesquiera resultados
téxicos significativos notables.

Estudios en monos

[0241] El mono cynomolgus se ha seleccionado como la especie no roedor para las evaluaciones
toxicolégicas de Naglu-IGFIl administrado con Tl debido a su similitud genética y anatémica para los
seres humanos y por lo tanto se piensa que es la especie mas relevante. Dado que la poblacién de
pacientes planeada para los ensayos clinicos de Sanfilippo B es pediatrica, se lleva a cabo un estudio
toxicoldgico crénico de 6 meses en monos cynomolgus juveniles que ofrecen administracion de Naglu-
IGFIl por un dispositivo de administracién de farmaco intratecal (IDDD). Monos cynomolgus menores
son generalmente de menos de 1 afio de edad al inicio del estudio (aproximadamente 7-9 meses de
edad) y pesan entre 900 g a 1500 g al inicio del estudio. Los datos obtenidos a partir de un estudio de
toxicidad de mono cynomolgus menores de dosis repetida de 1 mes guian la seleccién de la dosis y el
disefio del estudio de mono juvenil de 6 meses. Los estudios de toxicologia de dosis repetidas estan
disefiados para imitar la ruta esperada clinica (TI-L bolo) y frecuencia de administracion (cada dos
semanas; EOW) durante un periodo de 1 a 6 meses.

[0242] Como se ha descrito anteriormente, los estudios de toxicologia estan disefiados para evaluar la
administracion TI-L de Naglu-IGFIl desde una perspectiva farmacoldgica de toxicologia y seguridad
(seguridad neurologica, respiratoria, y cardiovascular) tanto en animales machos como hembras.
Evaluacioén toxicoldgica en estos estudios incluye observaciones clinicas, pesos corporales, consumo
de alimentos, la patologia clinica, evaluaciones de farmacologia de seguridad apropiadas (por
exploracion fisica o electrocardiografia), tejido bruto y la evaluacién microscopica. Un numero limitado
de muestras de LCR y de suero se recogidé y se analizé para Naglu-IGFll, y anticuerpos al articulo de
prueba. La distribucion tisular de Naglu-IGFIl y localizaciéon subcelular se cuantifican mediante ensayo
de actividad enzimatica y la inmunohistoquimica, respectivamente. Ademas, los estudios seleccionados
incluyen un periodo de recuperacién para evaluar la reversibilidad, o apariciéon retardada potencial, de
cualesquiera resultados toxicos significativos notables.

Ejemplo 6. Administracion intratecal EOW de Naglu-IGFll
[0243] Este ejemplo se disefid para determinar la viabilidad de dosificaciéon de Tl-lumbar EOW para 6
inyecciones (estudio de 3 meses) en el modelo de ratén de Naglu -/-. Este régimen de dosificacion

puede ser mas clinicamente relevante en comparacion con la dosificaciéon semanal.

[0244] Ratones machos y hembras Naglu -/- de ocho semanas de edad fueron estudiados segun el
siguiente disefio experimental:

Tabla 10: Disefio Experimental para EOW Tl Administracion de Naglu-IGFIl

Grupo | N | Tratamiento Dosis Frecuencia Sacrificio
A 3 Vehiculo N/A Inyeccién de TI EOW 24 h después de
durante 3 meses (total de la Ultima
6 inyecciones) inyeccion
B 6 | Naglu-IGFII 60 mg/kg Inyeccién de TI EOW 24 h después de
peso de durante 3 meses (total de la dltima
cerebro (30 6 inyecciones) inyeccion
ug)

[0245] Los estudios fisioldgicos, incluyendo ensayo de actividad de Naglu en higado, cerebro y suero,
ensayo de anticuerpos anti-Naglu en suero, y ensayo BCA en el higado y el cerebro, se llevaron a
cabo. Los estudios histolégicos, incluyendo Naglu IHC en el cerebro, la médula espinal y el higado, y la
tincion de LAMP en el cerebro y la médula espinal, se llevaron a cabo.
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[0246] El cerebro, la médula espinal y el higado se recogieron y se fijaron en NBF al 10%. Secciones
de parafina de cinco ym se prepararon para la tincién histoldgica. La tincion inmunohistoquimica (IHC)
de Naglu se utilizé para detectar la captacion celular de la proteina inyectada. La tincion H&E se utilizé
para observar los cambios morfolégicos. LAMP, un indicador de la actividad lisosomal y estado de
enfermedad, GFAP y Iba-1, dos marcadores patolégicos del SNC para astrocitos activados y células
microgliales, se utilizaron para la evaluacion de la mejora histopatoldgica.

[0247] La inmunotincion de Naglu de cerebro, la médula espinal y el higado de vehiculo y los ratones
tratados Naglu-IGFIl demostraron que, en el cerebro y la médula espinal, Naglu inyectado se detecté en
meninges (M) solamente por IHC y ninguna tincién positiva de Naglu se detecté en cualesquiera otras
regiones (Figura 32). En el higado, las células sinunoidales (S) eran positivas por Naglu y no se
encontré absorcion de Naglu en los hepatocitos (H).

[0248] La inmunotincion LAMP vy tincion H&E del higado y la médula espinal de vehiculo y ratones
tratados con Naglu-IGFIl demostraron que, en comparacién con los animales del vehiculo, la tincién del
LAMP se disminuy6 a lo largo en ambos higados y las médulas espinales tratadas con Naglu. La tincion
H&E mostrd vacuolizacion celular en hepatocitos se redujo evidentemente en el grupo tratado en
comparacioén con los animales tratados con vehiculo (Figuras 33 y 34).

[0249] La tincion H&E del cerebro de vehiculo y los ratones tratados con Naglu-IGFIl demostraron una
mejora morfoldgica en el cerebro después de 6 inyecciones de Tl cada dos semanas de Naglu-IGFlI
durante 3 meses. En el cerebro tratado, la vacuolizacion celular (flechas) en todas las regiones
examinadas se disminuyd en comparacion con el grupo de vehiculo (Figura 35)

[0250] LAMP IHC en diversas regiones del cerebro después de 6 inyecciones Tl Naglu para 3 meses
demostraron que, en comparacion con el grupo tratado con vehiculo, administracion de Tl Naglu a
ratones de SFB resultd en una reduccion de la actividad lisosomal en todas las regiones examinadas
reveladas por inmunotincion de LAMP (Figura 35). Esta reduccion se caracteriza por la disminucion en
el numero de células positivas de LAMP, tamario de célula mas pequefio y mas ligero de tincion. Una
reduccion marcada se encontré en el cerebelo y el tronco cerebral, que se encuentra en la parte
caudada del cerebro cerca de la médula espinal, en comparacion con otras regiones del cerebro. Una
reduccion clara también se encontré en las regiones profundas del cerebro, incluyendo la sustancia
blanca, el hipocampo y el talamo.

[0251] Iba IHC en diversas regiones del cerebro después de 6 inyecciones Tl Naglu para 3 meses de
activacion de las células microgliales reveladas (Figura 36). En comparacion con el grupo tratado con
vehiculo, ninguna disminucion en el nimero de células positivas y la intensidad de tincién se observd
en grupo tratado con Naglu. Sin embargo, la morfologia celular de las células microgliales positivas
cambiaron con tamafio de célula reducido en todas las regiones cerebrales examinadas en
comparacioén con la grande y vacuolada en el grupo de vehiculo (inserciones).

[0252] GFAP IHC en diversas regiones del cerebro después de 6 inyecciones Tl Naglu para 3 meses
revel6 la activacion de astrocitos (Figura 37). En comparacion con el grupo tratado con vehiculo, tincién
positiva de GFAP se redujo en el cerebelo y el tronco cerebral, y se disminuy6 ligeramente en otras
regiones examinadas.

[0253] Con respecto a la captacion celular, estos datos demuestran que en el cerebro y la médula
espinal, Naglu se detectd en las células meningial sélo después de 6 tiempo cada dos semanas de la
inyeccion de Tl Naglu IGFIl para 3 meses. Naglu era indetectable por IHC en otras regiones del cerebro
y la médula espinal. En el higado, tincion positiva de Naglu se encuentra en las células sinusoidales.

[0254] En el cerebro y la médula espinal, después de 6 cada dos semanas de la inyeccion de Tl de
Naglu-IGFIl durante 3 meses, la mejora histopatoldgica se observd en todo el cerebro y la médula
espinal a pesar de que se inyecta Naglu era indetectable por IHC. La tincion H&E demostré una
reduccion de vacuolizacion celular en todas las regiones cerebrales examinadas. La tinciéon de LAMP
se disminuy6 a lo largo de la médula espinal tratada y en todas las regiones cerebrales evaluadas,
incluyendo la sustancia blanca, hipocampo y talamo que son areas profundas del cerebro, con una
marcada disminucion en el cerebelo y el tronco cerebral en el grupo tratado con Naglu-IGFII. El patrén
de tincién disminuido de la tincion de GFAP para astrocitos era consistente con la tincion de LAMP al
mismo tiempo que no se disminuia dramaticamente como LAMP. La tincion Iba-1 mostré una reduccion
del tamafo de la célula de las células microgliales en todas las regiones de cerebro examinadas. En el
higado, tincion H&E demostrd una reduccion de vacuolizacion celular con marcada reduccién en la
tincion LAMP en el grupo tratado con Naglu.

Ejemplo 7: Tratamiento de pacientes de Sanfilippo B

[0255] La administracién directa del SNC a través de, por ejemplo, administracion Tl puede unirse para
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tratar con eficacia pacientes con sindrome de Sanfilippo de tipo B (Sanfilippo B). Este ejemplo ilustra un
estudio de escalada de dosis multicéntrico disefiado para evaluar la seguridad de hasta 3 niveles de
dosis cada dos semanas (EOW) durante un total de 40 semanas de Naglu-IGFIl y/o rhNaglu
administrado a través de un dispositivo de administracién de farmacos por via intratecal (IDDD) a los
pacientes con sindrome de Sanfilippo B. Diversos dispositivos de administracion de farmacos por via
intratecal a modo de ejemplo adecuados para el tratamiento humano se representan en las Figuras 38-
41.

[0256] Seran inscritos hasta 20 pacientes:

Pacientes de cohorte 1: 5 (dosis mas baja)

Pacientes de cohorte 2: 5 (dosis intermedia)

Pacientes de cohorte 3: 5 (dosis mas alta)

5 pacientes seran asignados al azar a ningun tratamiento.

[0257] Los pacientes son seleccionados para el estudio en base a la inclusién de los siguientes
criterios:

[0258] Seguridad de dosis ascendentes de Naglu administrado por inyeccion de Tl durante 40 semanas
en pacientes con San A se determina. Ademas, se evalud la actividad clinica de Naglu-IGFIl y/o
rhNaglu sobre la funcion cognitiva, y farmacocinética de dosis repetidas en el suero y las
concentraciones en el liquido cefalorraquideo (LCR).

[0259] Mientras que ciertos compuestos, composiciones y métodos descritos en el presente documento
se han descrito con especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los siguientes ejemplos sirven
solamente para ilustrar la invencién y no estan destinados a limitar la misma.

[0260] Los articulos "un" y "una" como se utiliza aqui en la especificacion y en las reivindicaciones, a
menos que se indique claramente lo contrario, debe entenderse para incluir los referentes plurales.
Reclamaciones o descripciones que incluyen "o" entre uno o mas miembros de un grupo se consideran
satisfechos si uno, mas de uno, o todos los miembros del grupo estan presentes en, empleados en, o
de otra manera son relevantes para un producto o proceso dado a menos que se indique lo contrario o
de otro modo sea evidente por el contexto. Esta descripcidon incluye realizaciones en las que
exactamente un miembro del grupo esta presente en, empleado en, o de otra manera pertinente a un
producto o proceso dado. La descripcion también incluye realizaciones en las que mas de uno, o la
totalidad de los miembros del grupo estan presentes en, empleados en, o de otra manera pertinentes a
un producto o proceso dado.
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20 25 30

Gly Ala Pro Gly Gly Gly Gly Gly Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gly Gly
35 40 45

Gly Ala Pro
50

<210> 6

<211> 837

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Proteina de fusion recombinante Naglu-IGFlI

<400> 6

Asp Glu Ala Arg Glu Ala Ala Ala Val Arg Ala Leu Val Ala Arg Leu

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu

Leu

Ala

Gly

65

Ser

Glu

Cys

Arg

Trp

145

Leu

Ala

Pro

Gln

His

225

Lys

Gly

Ala

Ala

50

Leu

Gly

Leu

Thr

Glu

130

Ser

Thr

Trp

Ser

Met

210

Val

Met

Pro

Ala

35

Arg

His

Ser

Thr

Gln

115

Ile

Gly

Gln

Gly

Trp

195

Arg

Pro

Gly

Gly

20

Lys

val

Arg

Gln

Glu

100

Ser

Asp

Gln

Ala

Arg

180

His

Ser

Glu

Ser

Pro

Pro

Arg

Tyr

Leu

85

Ala

Tyr

Trp

Glu

Glu

165

Met

Ile

Phe

Ala

Trp
245
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Ala

Gly

val

Leu

70

Arg

Thr

Ser

Ala

150

Ile

Gly

Lys

Gly

vVal

230

Gly

Ala

Leu

Arg

55

Leu

Pro

Phe

Ala

135

Ile

Asn

Asn

Gln

Met

215

Thr

His

Asp

Asp

40

Gly

Asp

Pro

Asn

Val

120

Leu

Trp

Glu

Leu

Leu

200

Thr

Arg

Phe

53

Phe

25

Thr

Ser

Phe

Arg

Arg

105

Trp

Asn

Gln

Phe

His

185

Tyr

Pro

Val

Asn

10

Ser

Tyr

Thr

Cys

Pro

90

Tyr

Trp

Gly

Arg

Phe

170

Thr

Leu

Val

Phe

Cys
250

Val

Ser

Gly

Gly

75

Leu

Arg

Asp

Ile

Val

155

Thr

Trp

Gln

Leu

Pro

235

Ser

Ser

Leu

Val

60

Cys

Pro

Tyr

Trp

Asn

140

Tyr

Gly

Asp

His

Pro

220

Gln

Tyr

val

Gly

45

Ala

His

Ala

Tyr

Ala

125

Leu

Leu

Pro

Gly

Arg

205

Ala

val

Ser

Glu

30

Gly

Ala

val

val

Gln

110

Arg

Ala

Ala

Ala

Pro

190

Val

Phe

Asn

Cys

15

Gly

Ala

Ala

Pro

95

Asn

Trp

Leu

Leu

Phe

175

Leu

Leu

Ala

val

Ser
255

Ala

Gly

Ala

Trp

80

Gly

Vval

Glu

Ala

Gly

160

Leu

Pro

Asp

Gly

Thr

240

Phe
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Leu

Leu

Asp

Ala

305

Glu

Phe

Gly

Thr

His

385

Asn

Gly

Ser

Ala

Pro

465

Cys

Arg

Leu

Arg

Thr

290

Ala

Ala

Trp

Arg

Arg

370

Asn

Gly

Thr

Leu

Ala

450

Asp

Ser

Pro

Ala

Glu

275

Phe

Ala

Val

Gly

Leu

355

Thr

Phe

Gly

Gly

Met
435

Trp

Ala

Gly

Ser

Pro

260

Leu

Asn

Thr

Trp

Pro

340

Leu

Ala

Gly

Pro

Met

420

Ala

Val

Gly

Glu

Leu
500

Glu

Ile

Glu

Thr

Leu

325

Ala

Val

Ser

Gly

Glu

405

Ala

Glu

Thr

Ala

Ala

485

Gln
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Asp

Lys

Met

Ala

310

Leu

Gln

Leu

Phe

Asn

390

Ala

Pro

Leu

Ser

Ala

470

Cys

Met

Pro

Glu

Gln

295

Val

Gln

Ile

Asp

Gln

375

His

Ala

Glu

Gly

Phe
455

Trp

Asn

Ile

Phe

280

Pro

Tyr

Gly

Leu
360

Gly

Gly

Gly

Trp

440

Ala

Gly

Thr

54

Phe

265

Gly

Pro

Glu

Trp

Ala

345

Phe

Gln

Leu

Leu

Ile

425

Arg

Ala

Leu

His

Ser
505

Pro

Thr

Ser

Ala

Leu

330

Val

Ala

Pro

Phe

Phe

410

Ser

Lys

Arg

Leu

Asn

490

Ile

Ile

Asp

Ser

Met

315

Phe

Leu

Glu

Phe

Gly

395

Pro

Gln

Asp

Arg

Leu

475

Arg

Trp

Ile

His

Glu

300

Thr

Gln

Gly

Ser

Ile

380

Ala

Asn

Asn

Pro

Tyr

460

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ile

285

Pro

Ala

His

Ala

Gln
365

Trp

Ser

Glu

Val

445

Gly

Ser

Pro

Asn

Ser

270

Tyr

Ser

Val

Gln

Val

350

Pro

Cys

Glu

Thr

Val

430

Pro

Val

Val

Leu

Arg
510

Leu

Gly

Tyr

Asp

Pro

335

Pro

Vval

Met

Ala

Met

415

Val

Asp

Ser

Tyr

Val

495

Ser

Phe

Ala

Leu

Thr

320

Gln

Arg

Tyr

Leu

Val

400

Val

Tyr

Leu

His

Asn

480

Arg

Asp
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Vval

Thr

Val

545

Leu

Tyr

Phe

Glu

Leu

625

Ala

Glu

Gln

Lys

Lys

705

Gly

Gly

Gly

Phe

Ser

530

Gln

Ser

Glu

Leu

Ala

610

Trp

Gly

Ala

Phe

Gln

690

Lys

Ala

Gly

Gly

Glu

515

Pro

Glu

Lys

Leu

Leu

595

Glu

Gly

Leu

Leu

Asp

675

Arg

Ile

Pro

Gly

Gly
755

Ala

Ala

Leu

Glu

Leu

580

Gly

Ala

Pro

val

val

660

Lys

Tyr

Phe

Gly

Ala

740

Gly

Trp

Phe

val

Leu

565

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala

645

Asp

Asn

Pro

Leu

Gly

725

Pro

Gly
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Arg

Arg

Ser

550

Ala

Ala

Trp

Phe

Gly

630

Asn

Ser

val

Ser

Lys

710

Gly

Gly

Ala

Leu

Tyr

535

Leu

Ser

Leu

Leu

Tyr

615

Asn

Tyr

val

Phe

Gln

695

Tyr

Gly

Gly

Pro

Leu

520

Asp

Tyr

Leu

Asp

Glu

600

Glu

Ile

Tyr

Ala

Gln

680

Pro

Tyr

Gly

Gly

Gly
760

55

Leu

Leu

Tyr

Leu

Glu

585

Gln

Gln

Leu

Thr

Gln

665

Leu

Arg

Pro

Ala

Gly

745

Gly

Thr

Leu

Glu

Arg

570

val

Ala

Asn

Asp

Pro

650

Gly

Glu

Gly

Arg

Ala

730

Gly

Gly

Ser

Asp

Glu

555

Ala

Leu

Arg

Ser

Tyr

635

Arg

Ile

Gln

Asp

Trp

715

Ala

Ala

Gly

Ala

Leu

540

Ala

Gly

Ala

Ala

Arg

620

Ala

Trp

Pro

Ala

Thr

700

val

Ala

Ala

Gly

Pro

525

Thr

Arg

Gly

Ser

Ala

605

Tyr

Asn

Arg

Phe

Phe

685

val

Ala

Ala

Ala

Ala
765

Ser

Arg

Ser

Val

Asp

590

Ala

Gln

Lys

Leu

Gln

670

val

Asp

Gly

Gly

Ala

750

Ala

Leu

Gln

Ala

Leu

575

Ser

val

Leu

Gln

Phe

655

Gln

Leu

Leu

Ser

Gly

735

Ala

Ala

Ala

Ala

Tyr

560

Ala

Arg

Ser

Thr

Leu

640

Leu

His

Ser

Ala

Trp

720

Gly

Gly

Ala
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Ala

Asp
785

Pro

Cys

Pro

<210> 7
<211> 6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

770

Thr

Ala

Phe

Ala

Gly

Leu

Ser

Lys
835

<223> enlazador corto

<400>7

Gly

Gln

Arg

Ser

820

Ser

Gly

Phe

Val

805

Cys

Glu
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Gly Gly Ala Pro

775

Val Cys Gly Asp

790

Ser Arg Arg Ser

Asp Leu Ala Leu

825

Leu

Arg

Arg

810

Leu

Cys

Gly

795

Gly

Glu

Gly Gly Gly Gly Gly Pro

1

56

5

Gly Gly Glu
780

Phe Tyr Phe

Ile Val Glu

Thr Tyr Cys
830

Leu

Ser

Glu

815

Ala

Val

Arg

800

Cys

Thr
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Reivindicaciones

1. Una composicién farmacéutica que comprende proteina de alfa-N-acetilglucosaminidasa
recombinante (Naglu) y un tampdn que comprende fosfato de hasta 50 mM para uso en un método de
tratamiento de enfermedad de sindrome de Sanfilippo de tipo B (San B) que comprende una etapa de
administrar la proteina Naglu recombinante a una concentracion de 10-150 mg/ml a un sujeto por via
intratecal a través de inyeccion en el canal espinal, donde la proteina recombinante Naglu (i) es una
proteina de fusion que comprende un dominio Naglu y un péptido que se une a receptor de manosa-6-
fosfato independiente de cationes (CI-MPR) de una manera independiente de manosa-6-fosfato o (ii)
contiene oligosacaridos bis-fosforilados que tienen mayor afinidad de unién a la CI-MPR.

2. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el dominio Naglu
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 80%, o al menos 95% idéntica a SEQ ID NO: 1
(proteina Naglu madura humana), o es idéntica a SEQ ID NO: 1 (proteina Naglu madura humana).

3. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que el péptido
que se une a CI-MPR que comprende:

(i) una secuencia de aminoacidos de al menos 70%, al menos 80% o al menos 90% idéntica a IGF-
Il humana madura (SEQ ID NO: 3), o

(i) una secuencia de aminoacidos que incluye los residuos 8-67 de IGF-Il humana madura (SEQ ID
NO: 3).

4. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, en la que la proteina
de fusidon comprende ademas un conector entre el dominio Naglu y el péptido que se une CI-MPR,

opcionalmente en el que el enlazador comprende ademas una o mas secuencias de GAP,
opcionalmente en el que el enlazador comprende la secuencia de aminoacidos de
GAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGGGGGAPGGGGGAAAAAGGG GGGAP, que
corresponde a los residuos 721-777 de SEQ ID NO: 6.

5. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en
la que:

(i) el péptido se fusiona directamente o mediante el engarce a la C-terminal del dominio Naglu, o
(ii) el péptido se fusiona directamente o mediante el engarce a la N-terminal del dominio Naglu.

6. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde:

(i) la proteina recombinante se produce a partir de células humanas, o
(ii) la proteina recombinante se produce a partir de células CHO.

7. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que:

(i) los resultados de la administracion intratecal en la administracion de la proteina Naglu en uno o
mas tejidos cerebrales diana, opcionalmente en el que:

(a) el uno o mas tejidos del cerebro diana se seleccionan del grupo que consiste en tejidos de la
materia gris, la materia blanca, areas periventriculares, pia-aracnoides, meninges, neocortex,
cerebelo, tejidos profundos en la corteza cerebral, capa molecular, regién de caudado/putamen,
mesenceéfalo, las regiones profundas de la protuberancia o médula, y combinaciones de los
mismos, y/o

(b) la proteina Naglu se administra a las neuronas, células gliales, células perivasculares y/o
células de las meninges,

(ii) la proteina Naglu se suministra adicionalmente a las neuronas en la médula espinal,

(iii) la administracion intratecal resulta ain mas en la administracion sistémica de la proteina Naglu
en los tejidos diana periféricos, opcionalmente en el que los tejidos diana periféricos se seleccionan
a partir de higado, rifidn, y/o el corazén,

(iv) los resultados de la administracion intratecal en la localizacidn lisosomal en tejidos diana del
cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos,

(v) los resultados de la administracion intratecal en la reduccién de almacenamiento lisosomal en
los tejidos diana del cerebro, neuronas de médula espinal y/o tejidos diana periféricos,
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opcionalmente en el que el almacenamiento lisosomal se determina por tincion de LAMP-1, y en el
que el almacenamiento lisosomal se reduce opcionalmente por al menos 20%, 40%, 50%, 60%,
80%, 90%, 1 veces, 1,5 veces, 0 2 veces en comparacion con un control, y/o

(vi) la administracion intratecal resulta en vacuolizacién reducida en las neuronas, opcionalmente en
la que las neuronas comprenden células de Purkinje.

8. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que los resultados de la administracidon intratecal en aumento de la actividad
enzimatica Naglu en los tejidos diana de cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana
periféricos, opcionalmente en la que:

(i) la actividad enzimatica Naglu se aumenta en al menos 1 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces en comparacion con un control, y/o

(ii) el aumento de la actividad HNS enzimatica es de al menos aproximadamente 10 nmol/h/mg, 20
nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50 nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70 nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90
nmol/h/mg, 100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200 nmol/h/mg, 250 nmol/h/mg, 300 nmol/h/mg, 350
nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500 nmol/h/mg, 550 nmol/h/mg o 600 nmol/h/mg, o

(iii) la actividad enzimatica Naglu se incrementa en la region lumbar,

opcionalmente en el que el aumento de la actividad enzimatica Naglu en la regién lumbar es de
al menos aproximadamente 500 nmol/h/mg, 600 nmol/h/mg, 700 nmol/h/mg, 800 nmol/h/mg, 900
nmol/h/mg, 1,000 nmol/h/mg, 1,500 nmol/h/mg, 2,000 nmol/h/mg, 3,000 nmol/h/mg, 4,000
nmol/h/mg, 5,000 nmol/h/mg, 6,000 nmol/h/mg, 7,000 nmol/h/mg, 8,000 nmol/h/mg, 9,000
nmol/h/mg, o 10 000 nmol/h/mg.

9. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que los resultados de la administracion intratecal en la intensidad reducida, la
gravedad o la frecuencia, o retraso en la apariciéon de al menos un sintoma o caracteristica del
sindrome de Sanfilippo B,

opcionalmente en el que al menos un sintoma o caracteristica de la enfermedad de San B es la
pérdida auditiva, retraso en el desarrollo del habla, los déficits en las habilidades motoras,
hiperactividad, retraso mental, la agresividad y/o de la perturbacién del suefio.

10. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde:

(i) la administracion intratecal se usa conjunto con la administracion intravenosa, opcionalmente en
la que la administracion intravenosa no es mas frecuente que una vez cada mes 0 no es mas
frecuente que una vez cada dos meses.

(ii) la administracién intratecal se utiliza en ausencia de la administracion intravenosa, y/o

(iii) la administracién intratecal se realiza una vez cada dos semanas, una vez cada mes, o0 una vez
cada dos meses, y/o

(iv) la administracion intratecal se utiliza en ausencia de terapia inmunosupresora concurrente.

11. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-10,
en la que la proteina de fusién Naglu se administra a una concentracién mayor que aproximadamente
20 mg/ml.

12. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde la composicion farmacéutica comprende ademas un agente tensioactivo.

13. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicacién 12, en la que el tensioactivo es un
tensioactivo no idnico seleccionado de un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 20 o 80); un poloxamero
(por ejemplo, poloxamero 188); triton; sulfato de dodecilo sédico (SDS); sulfato de laurilo sédico;
glucésido de octilo sédico; laurilo-, miristilo-, linoleilo- o estearilo-sulfobetaina; laurilo-, miristilo-,
linoleilo- o estearilo-sarcosina; linoleilo-, miristilo-, o cetilo-betaina; lauroamidopropilo-, cocamidopropilo-
, linoleamidopropilo-, miristamidopropilo-, palmidopropilo-, o isostearamidopropilo-betaina (por ejemplo,
lauroamidopropilo);  miristarnidopropilo-,  palmidopropilo-, o isostearamidopropilo-dimetilamina;
metilcocoilo sddico o metilo disddico ofeilo-taurato; polietilglicol; glicol de polipropilo; y copolimeros de
etileno y glicol de propileno (por ejemplo, Pluronics o PF68).

14. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13, en la que el

tensioactivo esta presente a una concentracion desde 0,001 hasta 0,5%, opcionalmente en la que el
tensioactivo esta presente a una concentracion de aproximadamente 0,2%.
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Figura 8

66



ES 2643015713

Dominio -||]

Dominio -

Figura 9
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Figura 10
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rhMNaghs

Ninguna co-locali obsarvadz a4 h

Anti-Magiu LAME.1 Anti-Magle LAMP.1

Figura Z-14. Estugio de microscopia confocal usando las celulas de nibroblasto del pacienie Sanb
;U“UTGZG) se observd Internalizacion extensiva ce Naglu-IGFIl, y co-ocalizacion ¢e Naglu-lGHl con
_amp-1

Figura 12
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Actividad de Naglu media en ratones de KO,
WT, y Het Naglu no tratados

20

] E KO
15+ [ I
104 B WT

)L
ALl

Cerebro Higado RifGN Bazo

Actividad Media (proteina nmol/himg)
Y
g

Muestra de tejido

Figura 2-1§. Actividad de Naglu en raién de tipo silvestre (WT), Naglu-/- (KO) y heterocigota Naglu+/-

(Het). Deficiencia total de Naglu en ratén SanB se observé en cerebro, higado, rifién y bazo)

Figura 13
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Sitio de inyeccion

Perspectiva lateral
Plano de subdivision

Perspectiva superior

Grafico superior, vista superior y lateral del cerebro de ratén para indicar el sitio de
inyeccién IC y el plane de subdivisién para andlisis de histolegla. Grafico medio, una
seccion transversal de cerebro de ratén observada a una magnitud de 1x. Area en
cuadro indica el campo para Imagen de microscopia 4x en el grafico inferior. Grafico
inferior, imagen 4x de histologia. Cuadro A indica el campo de imagen de
microscopia 40x en la Figura 2-17 y 2-18.

Figura 14
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Figura 2-17 Inmunohistoguimica de la corteza cerebral en ratén SanB 7 dias
después de la inyeccién IC 40x. Tanto rhNaglu como Naglu-IGFIl exhibieron
absorcion celular extensiva en neuronas asi como en células gliales, y los patrones
de distribucién y absorcion celular eran muy similares entre las dos proteinas.
{anticuerpo monoclonal Naglu anti-humano)

Figura 15
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Figura 2-18. Inmunotincién de LAMP-1 de la corteza cerebral 40x. En comparacion
con el cerebro del ratén de tipo silvesire, almacenamiento lisosomal incrementado
era obvic en el cerebro del raton SanB tratado con vehlculo, como se habia
demostrado por los puntos positivos de inmunotincidén LAMP-1 incrementada. El
cerebro del raton SanB ftratado tanto con rhNalgu como Naglu-IGFIl exhibid

reduccién del almacenamiento lisosomal que era muy similar al ratén de tipo
silvestre.

Figura 16
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Figura 17
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Seno sagital sup.

Voniriculo lateral Flems cnrﬁid!‘ﬂ!

Foramen oo Moro Granulagoes aracroades

1l Weniriculo
e

Canal cantral
do médula

CIRCULACION
DE FLUIDD

e EBpACIO sub aracnoide
CEREBROEEBFINAL

Figura 2-19. Para demostrar el sitio de inyeccidn [T en raton de tipo silvestre canulado, un diagrama
anatémico Sagital medic de CNS humano se utiliza como referencia en esta figura. La flecha azul
indica la ubicacion anatdmica aproximada de la inyeccién IT en la médula espinal, y la flecha roja indica
la regidn de corteza cergbral, donde los tejidos se obtuvieron para el estudio de inmunohistogufmica.

Figura 19
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Actividad naglu media carebral an ratas
tras inyeccioén intratecal

4 hora 24 hora
Funta de tempo

SFR DA 04
@
£ 100
% B3 raNaglu
E g0d B3 Naglu-TAT
£ Bl Naglu-iGFil
£ 04 @m Nagly Ki
8 B3 PerT-Nagiu
2 ot B B3 Veniculo
£ 29, EE E33 No tratado
L !!
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-
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Figura 2-20 Actividad Naglu en el cerebro trae inyexxién IT. La actvidad de
Naglu era significativamente mas alta en el cerebro de rata de tipo silvestre
inyectado con Naglu-TAT y Naglu-IGFlI

Figura 20

78



ES 2643015713

12 eanbiy
(W) seBuiuaw e|
ue gipauewlad ojos eujaoid e| 'nifeN-11ad A iy nifeN ‘L v1-nBeN ‘niBeNys

uoo sopejes) sodnib us 'ejed BIJO Jod '||49D|-n|GeN uU0D BpEJEY] EJEJ B| UD
sejuapine uese ugiquwe} saje|B sejnigo A seuoinau se| ua JB|N|82 UY|OJOSIE BT
‘0Jgeie2 |ep sew|nbugied ua BAISUSIX® UQIONQUISIP QIqIyxe anb eujejoid eojun
e| e10 ||49-ni6eN X0z LI ugiooaiul ap sendsep y g niBeN-Lied A jix-nibeN

N49-nBepN ‘LyL-nbeN ‘nbBeNys uoo epeled) suysealis odi) 8p epejnues

EleJ 8p |Biqas8d BZal09 | ap n|ben ep ugpuiounwu) e *LzZ-Z einbiyg

v ~ 4

79

.QV . %’.—.—UM-E“} ..-oq. .a




ES 2643 015 T3

Figuraz-zz mmuahmmhmmmmm
Figura 2-21. El panel superior, en la rata canulada de tipo silvestre tratado con
rhNaglu, rhNagiu permanecio en |a rmningu (M) s6lo, ninguna tincion positiva
encontrada en la parénquima del cerebro. Panel inferior, en rata canulada de tipo
silvestre tratada con Naglu-IGFI, distribucién extensiva se observé en la parénquima
del cerebro, y la absorcion celular se observé en neuronas y células gliales.

Figura 22
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Actividad media en ratones de Naglu KO tras

= /nyecciones IT de Naglu-IGFIl
E SFN.02.10

“ B 1x inyeccién
m €1 2x inyeccion
20 . 3x inyeccién

Actividad media (proteina nmel/h/
228

- Gerebro ngado N
Muestra de tejido

*Nota: escision efe Y

Figura 2-23. Actividad Naglu en el cerebro e higado 24 h tras dltima inyeccién IT. Enire los
tres grupos tratados, la actividad de Naglu en el cerebro no mostré diferencias significativas,
lo mismo es cierto para la actividad de Naglu en el higado. Este resultado implicé que la
actividad Naglu detectada en el cerebro e higado se debid principalmente a la Ultima
inyeccioén que ocurrid 24 h antes del sacrificio No esta claro en este momento por qué huba
actividad de Naglu significativamente mas aita en el higado en comparacién a en el cerebro.
Un estudio farmacocinético completo tras inyeccién IT puede ayudar a interpretar la
diferencia.

Figura 23
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Concentracién de GAG total en ratones de Naglu KO

tras inyecciones IT de Naglu-IGFII

SFB.02.10

B 1x inyeccién
B3 2x inyeccién
& 3x inyeccién

(N0 A

GAG total (proteina pyg/ma)
AU mn

Vehiculo Noglu-AGFII Vehiculo Naglu-IGFII

Grupo de tratamiento

Figura 2-24. Nivel GAG total en el cerebro e higado tras inyeccion IT de Naglu-IGFIl. GAG
total en el cerebro de ratones SanB tratados con vehiculo exhibié incrementos progresivos,
un reflejo del efecto acumulative como el envejecimiento de ratones SanB. Una reduccién
estadisticamente significativa de GAG en el cerebro se observé en el grupo de 3x inyeccién
(p<0,05). Reducciones estadisticamente significativas de GAG en el higado también se
observaron en grupos de inyeccién 2x y 3x (p<0,05). El cambio mds rdpido y mas drastico

Figura 24
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Wehiculo 1x inyeccién

2% inyeccidn 3x inyeccion

Figura 2-25. Biodistribucién de Naglu en el cerebro de ratones SanB tras inyeccién IT. La
tincién inmunofluorescente de Naglu reveld la proteina de Naglu-IGFIl en la meninges (M) v
parénguima del cerebro. Absorcion celular se observé en los grupos de inyeccion 2x y 3x. G:
células gliales.

Figura 25
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Corteza

'\,. ’
1
’ ST ‘\l‘anklcun
Ndcleo ' ‘ Materia
caudadc —U [] [} blanca

Talamo

Figura 2-26. Seccitn coronal del cerebro de ratén. Los cuadros indican donde se tomaron los
imdgenes para inmunotincién LAMP-1 (Figura 2-27 a 2-31). Para demostrar la extensién de
distribucién de proteina vy eficacia, corteza cerebral y tejidos subcorticales, tales como nicleo
caudado, talamo y sustancia blanca se seleccionaron para inmunotincién LAMP1

Figura 26
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Figura 2-27. La inmunotincion LAMP1 de la corteza cerebral 40x. En comparacion con el
cerebro del ratdn de tipo silvestre, almacenamiento lisosomal incrementado se observd en el
j cerebro de ratén SanB tratado con vehiculo, como se ha observado por los puntos positivos
yde inmunotincion LAMP1 incrementada. La reduccién de almacenamiento lisosomal tras
t inyeccion Naglu-IGFIl IT era evidente por el tamafio reducido de puntos positivos de cerebro
de raton SanB tratado por 2x inyeccion, y el tamano reducido y el nimero de puntos positivos
del cerebro de ratén SanB tratado por 3x inyeccidn.

Figura 27
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i iy S £ L

Fuum?-ﬁ.ﬁeohwvdakm imaumlim‘mnhdumal
SanB tratado con vehiculo, cemo se ha observado por los puntos positivos de inmunetincion
LAMP1 incrementada. Lnredmdhdedmnunluinlhmumlhuiqmddn IT de Naglu-
IGFIl era evidente por el tamafio reducido de puntos positivos de cerebro de ratén SanB
tratade con 2x inyeccién, y el tamafio reducido y nimero de puntos positivos del cerebro de
ratén SanB tratado con 3x inyeccidn.

Figura 28
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Figura 2-29. La inmunotincién LAMP-1 del télamo, un nicleo diencefalico 40x. La reduccion
de almacenamiento lisosomal tras inyeccién Naglu-IGFIl IT era evidente por el tamafo
reducido de puntos positivos del cerebro de ratdn SanB tratado con 2x inyeccidn, y el tamafo
reducido y el nimero de puntos positivos del cerebro de ratén SanB tratado con 3x inyeccién

Figura 29
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2x inyeccién
- b -

Figura 2-30. Inmunotincién LAMP-1 de sustancia blanca 40x. La pista longitudinal de fibras de axon de
neurona distingue la sustancia blanca de sustancia gris presentadas en al Figura 2-27 a 2-30. No
obstants, &l mismo patrén de incrementos de almacenamiento lisogsomal podria observarse en cerabro
de ratén SanB fratado con vehicule cuando se compara con el radn de tipo silvestre. La reduccion de
almacenamiento liscsomal tras inyeccidn Naglu-IGFIl IT era evidente por el tamafio reducido y ndmero
reducido de puntos positivos en el cerebro de ratdn SanB tratado con inyeccidn 2x y 3x.

Figura 30
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’ ‘ = [ 1 LR Ll
Figura 2-31. Inmunotincidn LAMP-1 de la coreza cerebelar. Efecto similar de la reduccién d
ilmacenamiento lisosomal se observd en la coreza cerebelar como en ofras dreas del cerebro. La
norfologia de la corteza cerebelar era evidenie por las neuronas granulares populadas densamente, la
zapa molecular hipocelular, v la capa Unica de neuronas Purkinje entre las neuronas granulares y la
apa molecular. Las neuronas Purkinje fueron identificadas por el ciloplasma grande y dendritas
scasionales en la capa molacular.

Figura 31
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Fig. 34A
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Fig. 34B
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Componentes de portal y dimensiones
A - Septo, B - Tubo de salida, C - Orificio de sutura
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Catéter con alambre guia

Fig. 38
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Sistema de acceso implantable intratecal de perfil bajo Puerto-A-Cath!

Fig. 39
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Fig. 41

104



ES 2643015713

SAABJD SEJOU SE|

ua a|gejsnle
opeinns ojjiuy

2y b4

19191ED

Fd —_—
- . s
N /
Z o GVO S S
/ 3
mm__trn_

lopesed

105



ES 2643015713

Aguja
.| (contraste de
PUEre T Cinyecoion) Puerto T-CM Catéter [T-CM
Bucle de ~ Insercion de
catéter IT-L . - Catéter IT-CM
Insercién de lPunta de
catéter IT-L  catéter IT-L
Fig. 43A
Tuberia de
Punta de catéter cgtéter Fenestraciones Wk do ik
} en punta i v

Fig. 43B
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