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DESCRIPCION
Arilsulfatasa A recombinante para reducir los niveles de galatosil sulfatidos en un sujeto
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la enzima arilsulfatasa A recombinante (rASA) y al uso de rASA para prevenir o
aliviar los sintomas relacionados con la leucodistrofia metacromatica.

Antecedentes de la invencion

Metabolismo de la mielina y leucodistrofia metacromatica

La leucodistrofia metacromatica (LDM) esta causada por un defecto genético autosémico recesivo en la enzima
lisosomal arilsulfatasa A (ASA), que produce una degradacion progresiva de las membranas de la vaina de mielina
(desmielinizacién) y acumulacion de galactosil sulfatidos (sulfato de cerebrdsido) en la sustancia blanca tanto del
sistema nervioso central (SNC) como del sistema nervioso periférico. En preparaciones histologicas, el galactosil
sulfatido forma masas granulares esféricas que se tiien metacromaticamente. El galactosil sulfatido también se
acumula dentro del rifidn, la vesicula biliar y algunos otros érganos viscerales, y se excreta en cantidades excesivas
en la orina.

La deficiencia multiple de sulfatasa (DMS) es una forma rara de LDM que también incluye caracteristicas de la
mucopolisacaridosis (MPS). La DMS se caracteriza por una actividad disminuida de todas las sulfatasas conocidas.
El fenotipo clinico de la DMS combina caracteristicas de la LDM con las de la MPS como resultado del catabolismo
lisosémico alterado de los glucolipidos sulfatados y los glicosaminoglicanos.

El galactosil sulfatido se metaboliza normalmente mediante la hidrolisis del enlace 3-O-sulfato para formar
galactocerebrosido a través de la accion combinada de la enzima lisosomal arilsulfatasa A (EC 3,1.6,8) (Austin et al.
Biochem J. 1964, 93, 15C-17C) y una proteina activadora de esfingolipidos llamada saposina B. Una profunda
deficiencia de arilsulfatasa A se produce en todos los tejidos de pacientes con las formas infantil tardia, juvenil y
adulta de LDM (véase mas adelante). A continuacion, la proteina arilsulfatasa A se denominara "ASA" y la saposina
B se denominara "Sap-B". Una profunda deficiencia de ASA se produce en todos los tejidos de pacientes con LDM.

La ASA se ha purificado a partir de diversas fuentes, incluyendo higado placenta y orina de ser humano. Es una
glucoproteina acida con un punto isoeléctrico bajo. A un pH superior a 6,5, la enzima existe como un monémero con
un peso molecular de aproximadamente 100 kDa. La ASA sufre una polimerizacion dependiente del pH que forma
un dimero a pH 4,5. En la orina humana, la enzima consiste en dos subunidades no idénticas de 63 y 54 kDa. La
ASA purificada a partir de higado, placenta y fibroblastos humanos también consiste en dos subunidades de
tamafios ligeramente diferentes que varian entre 55 y 64 kDa. Como en el caso de otras enzimas lisosomales, el
ASA se sintetiza en los ribosomas unidos a la membrana como un precursor glicosilado. Luego pasa a través del
reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, donde sus oligosacaridos ligados a N se procesan con la formacién de
oligosacaridos fosforilados y sulfatados del tipo complejo (Waheed A et al. Biochim Biophys Acta. 1985, 847, 53-61,
Braulke T et al. Biochem Biophys Res Commun. 1987, 143, 178-185). En fibroblastos cultivados normales se
produce un polipéptido precursor de 62 kDa, que se transloca a través de la unién del receptor de manosa-6-fosfato
(Braulke T et al. J Biol Chem. 1990, 265, 6650—-6655) a un endosoma prelisosomal acido (Kelly BM et al. Eur J Cell
Biol. 1989, 48, 71-78).

La longitud (18 aminoacidos) del péptido sefial de la ASA humana se basa en la secuencia consenso y un sitio de
procesamiento especifico para una secuencia sefal. Por lo tanto, a partir del ADNc de ASA humana deducido
(numeros de acceso en EMBL GenBank J04593 y X521151, véase mas adelante), la escision del péptido sehal
deberia realizarse en todas las células después del residuo numero 18 (Ala), dando como resultado la forma madura
de la ASA humana. A continuacién, la arilsulfatasa A recombinante se abreviara a rASA. La forma madura de la
arilsulfatasa A que incluye la forma madura de ASA humana se denominara "mASA" y la ASA humana recombinante
madura se denominara "mrhASA".

Se ha identificado una modificacion de proteina en dos sulfatasas eucariéticas (ASA vy arilsulfatasa B (ASB)) y una
del alga verde Volvox carteri (Schmidt B et al. Cell. 1995, 82, 271-278, Selmer T et al. Eur J Biochem. 1996, 238,
341-345). Esta modificacion conduce a la conversion de un residuo de cisteina, que se conserva entre las sulfatasas
conocidas, en un residuo de acido 2-amino-3-oxopropidnico (Schmidt B et al. Cell. 1995, 82, 271-278). El novedoso
derivado de aminoacido también se reconoce como Cg-formilglicina (FGly). En la ASA y ASB derivadas de células de
DMS, el residuo Cys-69 se retiene. En consecuencia, se propone que la conversion de Cys-69 a FGly-69 sea
necesaria para generar ASA y ASB cataliticamente activas y que la deficiencia de esta modificacion de proteinas
sea la causa de la DMS. Cys-69 hace referencia a la ASA precursora que tiene un péptido sefial de 18 residuos. En
la mASA, el residuo de cisteina mencionado es Cys-51. En investigaciones adicionales se ha demostrado que una
secuencia lineal de 16 residuos que rodea a Cys-51 en la mASA es suficiente para dirigir la conversion y que la
modificaciéon de la proteina se produce después o en una etapa tardia de la translocacion proteica co-traduccional en
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el reticulo endoplasmatico cuando el polipéptido aun no esta plegado en su estructura nativa (Dierks T et al. Proc
Natl Acad Sci. 1997, 94, 11963—-1196, Wittke, D. et al. (2004), Acta Neuropathol. (Berl.), 108, 261-271).

Se han demostrado multiples formas de ASA en electroforesis e isolelectroenfoque de preparaciones enzimaticas a
partir de orina, leucocitos, plaquetas, fibroblastos cultivados e higado. El tratamiento con endoglicosidasa H,
sialidasa y fosfatasa alcalina reduce el tamafio molecular y la complejidad del patron electroforético, lo que sugiere
que gran parte de la heterogeneidad de la carga de ASA se debe a variaciones en el contenido de carbohidratos de
la enzima.

Manifestaciones clinicas de la LDM

El sistema nervioso central consiste en el cerebro y la médula espinal y se puede dividir en sustancia y gris. La
sustancia estd compuesta por células nerviosas y en la LDM el dafio se produce principalmente en las células
nerviosas. Cuando las células nerviosas estan dafiadas, ya no pueden conducir los impulsos nerviosos a los
musculos, la piel y los érganos internos.

En los casos de LDM, hay un defecto en la actividad de ASA que afecta al metabolismo de la mielina. La falta de
esta enzima en pacientes con LDM conduce a la degradacioén de la mielina y a la disfuncion de las células nerviosas.
También se observa una acumulacién concomitante de tipos especiales de grasa en las células nerviosas en la
LDM. Se pueden distinguir tres formas de la enfermedad de acuerdo con las tres formas de la edad de inicio: tardia-
infantil, juvenil y adulta (después de los 20 afios). El curso de la enfermedad varia en los diferentes tipos. El tipo que
se produce en la primera infancia es el mas comun, progresa mas rapidamente y conduce a una discapacidad y
muerte pronunciadas.

En la forma infantil de la LDM hay varios estadios de la enfermedad. El primer estadio se caracteriza por musculos
flojos (hipotonia) de los brazos y las piernas. La marcha se deteriora y el nifio necesita apoyo para caminar. El
cuadro a menudo se complica con alteraciones del equilibrio (ataxia) y reflejos musculares debilitados. En el
segundo estadio, aproximadamente 1-1% afios después del inicio, el nifio ya no puede estar de pie, pero todavia
puede sentarse. Los musculos flojos previos se vuelven espasticos. La alteracion del equilibrio empeora y
habitualmente se observa dolor en los brazos y las piernas. La enfermedad progresa al tercer estadio después de 3-
6 meses adicionales en los que el nifio tiene una pardlisis creciente de las cuatro extremidades y ya no puede
sentarse. El nifio gradualmente necesita ayuda con todo, la vision se ve afectada y los movimientos se vuelven
dificiles.

El tipo juvenil de LDM comienza entre las edades de cinco y diez afios. La progresion es similar al tipo infantil, pero
mas lenta. Los primeros sintomas de la enfermedad pueden ser labilidad emocional y alteraciéon de la vision. En la
forma adulta de LDM, los sintomas aparecen después de los 20 afios de edad, tras un desarrollo normal. Los
sintomas incluyen anomalias cognitivas y de comportamiento.

Incidencia de la LDM

En Noruega, cada afio nace aproximadamente un nifio con LDM, es decir, una frecuencia de aproximadamente
1:50.000. Se han obtenido resultados similares en el norte de Suecia, donde la tasa de incidencia de nacimientos
para la LDM infantil tardia en esta poblacién puede calcularse en aproximadamente 1 por 40.000. Solo un paciente
con LDM juvenil nacid en la regién mencionada durante el mismo periodo. Esto demuestra que la forma juvenil de
LDM es mucho mas rara que la forma infantil.

Modelo animal de LDM

Los ratones defectivos en ASA desarrollan una enfermedad, que corresponde a la LDM (Hess et al. 1996, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 93, 14821-14826, Gieselmann, V. et al. 1989 J. Inherit. Metab. Dis., 21, 564-574, Gieselmann, V.
et al. 2003, Acta Paediatr. Suppl. 92, 74-79). Por lo tanto, muestran depdsitos de almacenamiento con una
distribucion y ultraestructura que es practicamente idéntica a la de los pacientes. Los ratones desarrollan sintomas
neurolégicos que recuerdan a la enfermedad humana que comprende alteraciones de la marcha, capacidades de
coordinacion motoras reducidas e hiperactividad (Hess et al. 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 14821-14826,
D'Hooge, R. et al. 2001, Brain Res., 907, 35-43, Matzner, U. et al. 2002, Gene Ther., 9, 53-63). Los sintomas
aparecen aproximadamente a la edad de un afio, pero no reducen la esperanza de vida de los ratones. El fenotipo
leve se ha explicado por la falta de desmielinizacion generalizada (Hess et al. 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93,
14821-14826, Coenen, R. et al. 2001, Acta Neuropathol. (Berl.)., 101, 491-498, Wittke, D. et al. 2004, Acta
Neuropathol. (Berl.), 108, 261-271). La desmielinizacién limitada en ratones se puede atribuir a la corta vida util, que
no permite el desarrollo de disfunciones celulares, causantes de desmielinizacién. Por lo tanto, los ratones
defectivos en ASA representan un modelo animal apropiado, particularmente para investigar intervenciones
terapéuticas en un estadio temprana de la enfermedad humana.

Diagndstico existente de LDM
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Para diagnosticar la LDM, se puede realizar un analisis del fluido espinal, la orina, diversos analisis de sangre y
analisis de la actividad de ASA. Se puede investigar la deficiencia de actividad de ASA en material de pacientes con
LDM (por ejemplo, leucocitos periféricos y fibroblastos de piel cultivados). El andlisis de la orina de pacientes con
LDM puede indicar un defecto en el nivel del metabolismo de la mielina, pero esta es una fuente menos fiable para
los ensayos de diagnostico porque el nivel de la enzima urinaria es normalmente muy variable. Se observan
cantidades excesivas de sulfatidos excretados en la orina y granulos metacromaticos en el sedimento urinario.
Ademas, se pueden llevar a cabo radiografias y tomografias computarizadas (TC) normales de la cabeza. El
diagndstico prenatal parece ser posible al medir la actividad de ASA en células cultivadas a partir de liquido
amniodtico o células de vellosidades coridnicas. La carga de sulfato de cerebrésido de tales células también puede
usarse y es el procedimiento de eleccion si el gen de pseudodeficiencia también esta presente en la familia.

Tratamiento existente de la LDM

Hay relativamente pocas opciones de tratamiento para la LDM. Se ha usado el trasplante de médula 6sea (TMO) en
el tratamiento de mas de 20 pacientes con LDM (por ejemplo, Bayever E et al. Lancet 1985, 2, 471-473), y parece
que el TMO ralentiza la progresion de los sintomas, pero los beneficios del tratamiento no se ven durante varios
meses. En la mayoria de los pacientes infantiles tardios, los sintomas progresan rapidamente en el momento del
diagndstico y los riesgos del procedimiento tienden a superar los posibles beneficios. En los casos en los que el
diagndstico puede realizarse sin sintomas y hay disponible un donante compatible, el TMO puede ser un enfoque
razonable. Ademas, los resultados notificados sugieren que el TMO es eficaz solo en pacientes con LMD con alta
actividad residual o cuando se realiza en estadios presintomaticos en la forma infantil tardia probablemente debido a
la rapida progresion de la enfermedad. La perspectiva de utilizar el trasplante de médula 6sea esta limitada por el
hecho de que solo reduce los sintomas en el sistema nervioso central y que se requiere un tratamiento
complementario para aliviar los sintomas en el sistema nervioso periférico.

Los modelos de cultivos celulares sugieren que el tratamiento con inhibidores de cisteina proteasa (von Figura K et
al. Am J Hum Genet 1986, 39, 371-382), tratamiento con tiosulfato (Eto Y et al. Biochem Biophys Res Commun
1982.106, 429-434), terapia de reemplazo enzimatico (Porter MT Science 1971, 172 (989), 1263-1265), y terapias
de sustitucion génica (Sangalli A et al. Hum Gene Ther 1998, 9, 2111-2119) podrian ser efectivos. Se han sugerido
varios posibles enfoques de terapia génica.

En uno de estos enfoques, se usa una linea celular transducida xenogénica encapsulada en polimero implantada
que secreta la enzima ASA. Este enfoque se ha utilizado previamente para el tratamiento de otros trastornos
neurolégicos, tales como la esclerosis lateral amiotréfica y la enfermedad de Parkinson. Se sugiere implantar un
dispositivo con catéter, que contiene alrededor de 106 células genéticamente modificadas rodeadas por una
membrana semipermeable, en el espacio ventricular, lo que proporciona una lenta liberacion continua de ASA
directamente en el fluido espinal cerebral. Para esta técnica de transferencia génica se usan células mioblastos de
raton C2C12 (Deglon et al. Hum Gene Ther 1996, 7, 2135-2146). La membrana semipermeable evita el rechazo
inmunolégico de las células e interpone una barrera fisica entre las células y el huésped. Ademas, el dispositivo y las
células se pueden recuperar en caso de efecto secundario debido a la administracion de ASA.

En otro enfoque, los genes de se administran directamente en el cerebro mediante el uso de adenovirus
recombinante (Ohashi et al. Acta Paediatr Jpn. 1996, 38, 193-201). Se demostré que el adenovirus recombinante
(Adex1SRLacZ) podia transducir los oligodendrocitos de manera muy eficaz. A pesar del hecho de que la terapia
génica ha conducido a aumentos satisfactorios en los niveles de enzimas tisulares, el éxito de este enfoque parece
limitado, ya que los estudios no han revelado una disminucion significativa en los niveles de sulfatidos en respuesta
a los niveles enzimaticos incrementados en tejidos importantes como el rifidn. Los decepcionantes resultados
pueden estar causados por una translocacion insuficiente de la arilsulfatasa A a los lisosomas.

El documento WO 2002/098455 describe un proceso para la produccion y purificacion de arilsulfatasa A humana
recombinante (rhASA) asi como el uso de rhASA para el tratamiento de la LDM.

La terapia de reemplazo enzimatico convencional basada en la infusién sistémica de arilsulfatasa A proporcionaria
claramente un tratamiento rentable de la LDM con pocos inconvenientes y bajo riesgo de complicaciones para los
pacientes. A diferencia de la terapia génica, la terapia de reemplazo enzimatico tampoco plantearia ningin problema
ético. Sin embargo, la aplicacion de terapia de reemplazo enzimatico en el tratamiento de la LDM se ha visto
obstaculizada por las dificultades en la preparacion de grandes cantidades de arilsulfatasa A con suficiente actividad
especifica y en la calidad requerida para aplicaciones clinicas. Ademas, tradicionalmente se considera que la terapia
de reemplazo enzimatico es eficaz para reducir los niveles de sulfatidos en el sistema nervioso periférico, ya que es
poco probable que la arilsulfatasa, debido a su tamafo, acceda al sistema nervioso central.

Sumario de la invencién

En esencia, el concepto de la invencion de la presente invencion se basa en el hallazgo de que el aislamiento de
arilsulfatasa A recombinante de un sistema de células de mamifero, que se cultiva en un sistema que permite la
propagacion celular continua, y la purificacion mediante una serie de etapas cromatograficas especificas implica una
numero de ventajas importantes, que incluyen un mayor nivel de expresion y rendimiento de proteina recombinante,
asi como una mayor pureza de la rASA obtenida. Ademas, a diferencia de la fermentacién discontinua, la produccién
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en un proceso continuo puede facilitar un control estricto de los parametros de produccion a fin de garantizar un
producto de calidad alta y uniforme, incluyendo la modificacion postraduccional correcta y la funcionalidad de la
enzima resultante. Dicha arilsulfatasa A recombinante purificada es adecuada para su uso en preparaciones
farmacéuticas y puede producirse en una forma que sea capaz de atravesar la barrera hematoencefalica.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a una formulacion de arilsulfatasa A recombinante que comprende
una cantidad eficaz de una glicoforma de arilsulfatasa A recombinante que comprende una cantidad de manosa-6-
fosfato expuesta que permite la endocitosis eficiente de la arilsulfatasa A recombinante in vivo a través de la via de
la manosa-6-fosfato para su uso en la reduccién de los niveles de galactosil sulfatido dentro de las células dentro del
sistema nervioso central en un sujeto que padece y/o se le ha diagnosticado leucodistrofia metacromatica, en el que
la formulacién no comprende ninguno de los siguientes:

a) un vehiculo para la administracion de arilsulfatasa A recombinante en el sistema nervioso central,
b) un componente capaz de causar la apertura o la interrupcion de la barrera hematoencefalica, y
c) una célula intacta,

en la que la formulacién es adecuada para administracion sistémica.

Otros aspectos de la divulgacion proporcionan un proceso para la produccion continua de arilsulfatasa A
recombinante en un sistema de cultivo celular, comprendiendo el proceso:

i) cultivar una célula de mamifero capaz de producir rASA en un medio liquido en un sistema que comprende uno
0 mas biorreactores;

ii) concentrar, purificar y formular la rASA mediante un proceso de purificacion que comprende una o mas etapas
de cromatografia de afinidad y/o cromatografia de intercambio i6nico.

En una realizacion preferente, el proceso de concentracion y purificacion de ii) puede comprender las siguientes
etapas:

I) concentrar la rASA presente en el medio liquido por filtracion de flujo tangencial;

II) cargar el sobrenadante que contiene rASA obtenido en la etapa | en una columna de cromatografia equilibrada
y eluir una o mas fracciones que contienen rASA;

[l) cargar la fraccion o fracciones de la etapa Il en otra columna de cromatografia equilibrada y eluir una o mas
fracciones que contienen rASA;

IV) purificar la rASA presente en la fraccion o fracciones de la etapa Ill mediante filtracion de flujo tangencial;

V) pulir la preparacion de rASA de la etapa IV en una o dos o mas etapas sucesivas, comprendiendo cada etapa
cargar la preparacion en una columna de cromatografia equilibrada y eluir una o mas fracciones que contienen
rASA;

VI) pasar la fraccion o fracciones de la etapa V a través de un filtro de reduccion viral;

VII) formular la fraccién o fracciones de la etapa VI para obtener una preparacion de rASA en un tampon de
formulacién adecuado;

VIIl) cargar opcionalmente la preparacion formulada de rASA en un recipiente adecuado y liofilizar la muestra.

Descripcion detallada de la invencion

El término "enzima" se entiende en el presente documento la enzima relevante que esta sustituida tal como esta, o
una parte enzimaticamente equivalente o andlogo de la misma. Un ejemplo de una parte enzimaticamente
equivalente de la enzima podria ser un dominio o subsecuencia de la enzima, que incluye el sitio catalitico necesario
para permitir que el dominio o subsecuencia ejerza sustancialmente la misma actividad enzimatica que la enzima de
longitud completa.

Un ejemplo de un andlogo enzimaticamente equivalente de la enzima podria ser una proteina de fusién que incluye
el sitio catalitico de la enzima en una forma funcional, pero también puede ser una variante homdloga de la enzima
derivada de otra especie. Ademas, las moléculas completamente sintéticas, que imitan la actividad enzimatica
especifica de la enzima relevante, también constituirian "analogos enzimaticos equivalentes".

Un "contaminante" es un material que es diferente del producto polipeptidico deseado. El contaminante puede ser
una variante del polipéptido deseado (por ejemplo, una variante desamidada o una variante de aminoaspartato del
polipéptido deseado) u otro polipéptido, acido nucleico, endotoxina, etc.

"Purificar" un polipéptido de una composicion que comprende el polipéptido y uno o mas contaminantes significa
aumentar el grado de pureza del polipéptido en la composicién eliminando (por completo o parcialmente) al menos
un contaminante de la composicion. Una "etapa de purificacion" puede ser parte de un proceso de purificacion global
que da como resultado una composicion que comprende al menos aproximadamente el 20 % en peso del
polipéptido de interés, basado en el peso total de la composicién, preferentemente al menos aproximadamente el 30
% en peso.
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"Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas. Aquellos que
necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya padecen el trastorno asi como aquellos en los que se va a prevenir el
trastorno.

La presente invencion se refiere a una estrategia para el tratamiento de la LDM segun la cual la arilsulfatasa A
recombinante (rASA) se administra a un sujeto, por ejemplo mediante administracion sistémica, para alcanzar las
células diana relevantes. Aunque basicamente todas las células en el cerebro son deficientes en ASA, los tipos de
células de particular interés son los oligodendrocitos u oligodendroglia, que son responsables de la mielinizacion de
las neuronas dentro del sistema nervioso central y las células neuronales. Las células de Schwann, que son
responsables de la mielinizacién del sistema nervioso periférico (SNP), son una de las principales células diana
fuera del sistema nervioso central (BHE).

Se ha propuesto anteriormente aplicar varias técnicas de administracion diferentes de la enzima rASA para facilitar
su transporte a través de la BHE y/o las membranas celulares. Ejemplos de tales técnicas se describen brevemente
en los siguientes parrafos:

1) Uso de marcadores de manosa-6-fosfato producidos como modificaciones postraduccionales mediante una
accion combinada de fosfotransferasas y fosfoglicosidasas en el aparato de Golgi cuando la rASA se expresa en un
sistema de células de mamifero. La versién marcada de la enzima tendra la capacidad de atravesar la membrana
celular a través de la captacion del receptor de manosa-6-fosfato.

2) Péptidos y proteinas como vehiculos para el paso de rASA a las células diana mediante el paso sobre las
membranas celulares y/o la BHE:

Varios estudios anteriores en animales han demostrado que ciertas proteinas y/o péptidos pueden actuar como
vehiculos para el paso de la BHE. Por ejemplo, las proteinas modificadas por el fragmento de insulina (Fukuta et al.
Phaomacol Res 11 : 1681-1688) o anticuerpos frente al receptor de la transferrina (Friden et al. Proc Natl Acad Sci
USA 88: 4771-4775) puede atravesar la barrera hematoencefalica. Asimismo, se ha notificado que las proteinas
modificadas por acoplamiento a poliaminas (Poduslo y Curran. J Neurochem 66: 1599-1606) atraviesan la barrera
hematoencefalica.

De particular relevancia para la presente divulgacion son los dominios disruptores de membrana o transductores de
proteinas, en los que el foco se ha puesto en péptidos cortos de 10-30 residuos de longitud. Cuando se unen
covalentemente a moléculas de proteinas, estos péptidos pueden transportar la molécula a través de la barrera
hematoencefdlica y también a través de las membranas celulares en general (Schwarze et al., Trends Cell Biol.
2000; 10(7) : 290-295; Lindgren et al., Trends Pharmacol. Sci. 2000; 21(3): 99-103). Una molécula de rASA
modificada que contiene tales secuencias peptidicas puede producirse mediante técnicas de expresion. El proceso
de transduccioén de proteinas no es especifico del tipo de célula y el mecanismo por el que se produce no se dilucida
por completo, sin embargo, se cree que tiene lugar por algun tipo de proceso de penetraciéon y penetracion de la
membrana que es independiente del receptor. Un estado parcialmente desplegado de la molécula puede facilitar el
proceso, pero no es esencial.

Los dominios de transduccion de proteinas generalmente derivan de virus u otras moléculas de proteinas no
humanas (y tienen el potencial de ser inmunogénicos). Los ejemplos de tales dominios incluyen:

el péptido basico de 11 residuos de la proteina TAT del VIH -YGRKKRRQRRR (Schwarze et al., Trends Cell Biol.
2000; 10(7): 290-295). Este péptido se une a proteoglicanos de heparan sulfato asociados a la matriz extracelular
(HSPG) y transporta una amplia variedad de moléculas grandes y pequefias a través de las membranas
celulares. La entrada inicial puede ser vesicular y la molécula transducida vuelve a salir de la célula cuando la
concentracion externa disminuye. El péptido puede estar presente en cualquier parte de la molécula siempre que
esté expuesto, incluso en el orden inverso al de los residuos de aminoacidos. Todos los seres humanos tienen
anticuerpos innatos de titulo bajo para este dominio basico de TAT que son del isotipo IgM (Schwarze et
al., Trends Cell Biol. 2000; 10(7): 290-295).

Una version sintética de TAT -YARAAARQARA que confiere mas alfa-helicidad y naturaleza anfipatica a la
secuencia (Ho et al., Cancer Res. 2001; 61(2):474-477). Este péptido es considerablemente mas eficiente que
TAT y también tiene efectos documentados in vivo. El péptido no tiene presente ninguna sefal de localizacion
nuclear clasica, como es el caso con la secuencia TAT natural, y presenta un epitopo inmunoldgico diferente.

Un péptido lider sintético compuesto de poli-R o una mezcla de residuos basicos -R y -K en combinacién con
otros aminoacidos.

Los péptidos basados en restos de la secuencia sefial hidrofébicos de la integrina beta-3 o del FGF del sarcoma
de Kaposi (Dunican et al. Biopolymers 2001; 60(1): 45-60). Estas se denominan secuencias permeables a la
membrana y son secuencias hidrofobicas en lugar de basicas. Derivan de proteinas humanas por lo que su
potencial inmunogénico puede ser bajo.
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Otros marcadores pueden tener la capacidad de dirigir la enzima a las células diana relevantes mediante el
transporte mediado por transportador. Estos marcadores pueden ser un péptido o proteina o la parte funcional de un
péptido o proteina que tiene afinidad por un receptor especifico. Los ejemplos de tales receptores podrian ser el
factor de crecimiento nervioso (NGF) o los receptores del factor neurotrépico derivado del cerebro (BDNF).

Una forma de garantizar un transporte de proteinas mas eficiente a través de la BHE seria usar sistemas de
transporte especificos. Un ejemplo de dicho sistema es el receptor de transferrina, cuyas funciones normales
transportan transferrina y melanotransferrina a través de la BHE (Rothenberger et al., Brain Res. 1996, 712, 117-21;
Demeule et al., J Neurochem 2002, 83, 924-33). Cuando se une a la rASA, una proteina o péptido sintético de
longitud completa con afinidad por el receptor "tirara" DE la rASA modificada sobre la barrera hematoencefalica. Un
enfoque alternativo es el uso de la transferencia mediada por receptor de citocinas especificas sobre la barrera
hematoencefalica ilustrada por el transporte de TNF-alfa por los receptores p55 y p75 (Pan et al., Exp Neurol. 2002
Apr;174(2):193-200; Pan et al., Arch Physiol Biochem. 2001 Oct; 109(4): 350-353).

3) Toxinas como vehiculos para el paso de rASA a las células diana mediante el paso sobre las membranas
celulares y/o la BHE:

Diferentes bacterias, plantas y animales producen toxinas. Las toxinas tienen muchas dianas diferentes, tal como el
intestino (enterotoxinas), los nervios o las sinapsis (neurotoxinas). Las toxinas pueden atravesar las membranas
celulares a través de procesos mediados por el receptor y la realizacion de la presente divulgacion es usar toxinas
como vehiculos para pasar la rASA a las células diana sobre las membranas celulares y/o la BHE. El uso de toxinas
para la administracion de productos terapéuticos en el tratamiento de la Leucodistrofia Metacromatica (LDM) es de
particular relevancia, ya que las células diana preferidas de las toxinas son las células en el sistema nervioso central
y/o el sistema nervioso periférico. De consideraciones practicas y por razones de seguridad, solo se usa el péptido
de aminoacido perteneciente a la translocacion sobre las membranas celulares y/o la BHE de la toxina.

La toxina diftérica (DT), de la Corynebacterium Diptheriae es un buen ejemplo de una toxina que puede usarse como
vehiculo. Las toxinas bacterianas exhiben una amplia gama de toxicidades y se dividen en grupos por estructura y
funcion. La toxina se une a una célula diana y entra en la célula a través de un receptor y se reduce a fragmentos
separados. La toxina procesada se puede dividir en los siguientes 3 dominios: el dominio catalitico (C), el dominio
receptor (R) y el dominio de translocacion (T).

Un aspecto principal de la presente divulgacion se refiere a un procedimiento para la produccion y purificacion de
arilsulfatasa A recombinante o una parte enzimatica equivalente o analogo de la misma, que puede usarse en la
prevencion o tratamiento de la LDM y/o los sintomas relacionados con este trastorno. El éxito de esta estrategia, sin
embargo, depende en gran medida de la disponibilidad de preparados de rASA que tengan una pureza alta y una
calidad uniforme. La presente divulgacion también proporciona una calidad de rASA que puede actuar como
catalizador en el metabolismo intracelular del galactosil sulfatido a galactocerebroésido y, de ese modo, sustituir la
ASA deficiente, que es una de las caracteristicas de la LDM. En una perspectiva adicional, la presente divulgacion
proporciona una forma recombinante de arilsulfatasa A, que es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y
también una forma de rASA, que posee marcadores especificos para la entrada en células diana dentro del cerebro.
Sin embargo, una realizacion preferente de la divulgacion es la produccion y purificacion de rASA con un patron de
marcadores de manosa-6-fosfato que permite que la enzima entre en sus células diana mediante la entrada mediada
por el receptor de manosa-6-fosfato. En particular, es un objeto de la presente divulgacion proporcionar una rASA,
que es eficazmente endocitada in vivo a través de la via de la manosa-6-fosfato

La ASA humana madura tiene tres sitios putativos de N-glicosilacién, es decir, Asn158, Asn184 y Asn 350, que
pueden formar el marcador de manosa-6-P. Asn158, Asn184 y Asn350 se refieren al precursor de ASA que tiene un
péptido sefial de 18 residuos. En la ASA madura, los residuos de asparagina mencionados son Asn140, Asn166 y
Asn332, respectivamente. Solo dos de los sitios de N-glucosilacion (Asn140 y Asn332) sufre fosforilacion y pueden
adquirir el marcador de manosa-6-P correcto y la sintesis de manosa-6-P en estos dos sitios a través de dos etapas
enzimaticas distintas.

Las células huésped adecuadas para la expresion del polipéptido glicosilado derivan de organismos multicelulares.
Los ejemplos de células de invertebrados incluyen células de plantas e insectos. Se han identificado numerosas
cepas y variantes de baculovirus y las correspondientes células huésped de insectos permisivas de huéspedes tales
como Spodopterafrugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx mori. Diversas cepas virales para la transfeccion estan disponibles
publicamente, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y
tales virus se pueden usar como virus en el presente documento de acuerdo con la presente invencion,
particularmente para la transfeccién de células de Spodopterafrugiperda. Los cultivos de células vegetales de
algodén, maiz, patata, soja, petunia, tomate y tabaco también se pueden utilizar como huéspedes.

Sin embargo, el interés ha sido mayor en células de vertebrados y la propagacion de células de vertebrados en
cultivo (cultivo de tejidos) se ha convertido en un procedimiento de rutina. Los ejemplos de lineas de células
huésped de mamifero utiles son lineas de CVI de rifion de mono transformadas por SV40 (COS-7); la linea de rifién
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embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para crecimiento en cultivo en suspension); células de rifidon de
hamster neonato (BHK); células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO); células de Sertoli de ratén (TM4); células
de rifion de mono (CV 1); células de rifion de mono verde africano (VERO-76); células de carcinoma de cuello uterino
humano (HELA); células renales caninas (MDCK); células de higado de rata bufalo (BRL 3A); células de pulmoén
humano (W138); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratéon (MMT 060562); células
TRI; células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

La presente divulgacion proporciona un proceso para la produccion de rASA en un sistema de cultivo celular
continuo, comprendiendo el proceso:

i) cultivar una célula de mamifero capaz de producir rASA en un medio liquido en un sistema que comprende uno
0 mas biorreactores;

ii) concentrar, purificar y formular la rASA mediante un proceso de purificacion que comprende una o mas etapas
de cromatografia de afinidad y/o cromatografia de intercambio i6nico.

Mas especificamente, el procedimiento de la divulgacion comprende la propagacion de una linea celular de
mamifero capaz de sintetizar rASA en un sistema de cultivo, que permite la propagacion celular continua y la
posterior extraccion y purificacion de la rASA resultante en una serie de etapas de cromatografia. Cuando se
presenta en un breve resumen, el proceso para la produccion y purificacion de rASA puede comprender una o mas
de las siguientes etapas generales:

A. Cultivo de células de mamifero capaces de producir rASA en un sistema de cultivo celular que permite la
propagacion celular continua.
B. Concentracion de rASA del sobrenadante y purificacion de rASA mediante una serie de etapas de
cromatografia en las que las proteinas se separan segun su carga neta o afinidad por los ligandos,
complementadas con procedimientos de filtracidon basados en la separacion de las proteinas de acuerdo con el
tamanio.
C. Formulacioén, carga vy liofilizacion.
de rASA en un sistema de cultivo celular que permite la propagacion de cultivos celulares durante largos periodos de
tiempo.

Es preferente que la célula comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique:

(a) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

(b) una porcion de la secuencia en (a), que es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa humana
recombinante A

(c) un analogo de la secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75 % de identidad de secuencia con una
cualquiera de las secuencias en (a) o (b) y al mismo tiempo que comprende una secuencia de aminoacidos, que
es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa humana recombinante A.

En el presente contexto, una secuencia de aminoacidos o una porcién de una secuencia de aminoacidos que es un
polipéptido capaz de hidrolizar una cantidad del sustrato de arilsulfatasa A pNCS a 37 °C, una velocidad
correspondiente a una actividad especifica de al menos 20 U/mg de polipéptido (preferentemente 50 U/mg de
polipéptido) cuando se determina en un ensayo para medir la actividad de la arilsulfatasa A como se describe en el
ejemplo 1 de la presente solicitud y/o un polipéptido, que es capaz de hidrolizar al menos el 40 % de sustrato de la
arilsulfatasa A marcado, fx. El palmitoil sulfatido '“C, cargado en fibroblastos de LDM, cuando se analiza mediante
incubacioén a un nivel de dosis de 25 mU/ml en un ensayo como se describe en el ejemplo 2 de la presente solicitud.

Igualmente preferente en la divulgacion es un proceso que incorpora una célula, que comprende

(a) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1;

(b) una porcién de la secuencia en (a), que codifica una secuencia de aminoacidos, que es enzimaticamente
equivalente a la arilsulfatasa humana recombinante A

(c) un analogo de la secuencia de acido nucleico que tiene al menos un 75 % de identidad de secuencia con una
cualquiera de las secuencias en (a) o (b) y al mismo tiempo que codifica una secuencia de aminoacidos, que es
enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A humana recombinante puede preferirse que el grado de
identidad de secuencia entre la secuencia de acido nucleico comprendida dentro de la célula segun la presente
divulgacion y la SEQ ID NO: 1 sea al menos del 80 %, tal como de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos
el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 %. Igualmente se puede preferir que el grado de
identidad de secuencia entre la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico antes
mencionada y la SEQ ID NO: 2 sea al menos del 80 %, tal como de al menos el 85 %, al menos el 90 %, al
menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 %.

Para el fin de la presente invencion, la arilsulfatasa A es una enzima recombinante. Particularmente preferente es la
arilsulfatasa A recombinante humana (rhASA).
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La rASA se produce en una linea de células o células de mamiferos y dicha célula o linea celular de mamifero
produce una glicoforma de rASA, que se endocita de manera eficaz in vivo a través de la ruta del receptor de
manosa-6-fosfato. Especificamente, la glicoforma de rASA comprende una cantidad de manosa-6-fosfato expuesta,
lo que permite una endocitosis eficiente de rASA in vivo a través de la ruta de la manosa-6-fosfato

Se ha contemplado previamente que la expresion de rASA en células CHO, COS y BHK asegura el marcado
correcto de manosa-6-fosfato en la molécula, lo que a su vez asegura una captacion mediada por receptor eficiente
(Stein et al. 3 Biol Chem.1989, 264, 1252-1259). Aunque esto puede ser cierto para la endocitosis in vitro, los
presentes inventores han observado una endocitosis in vivo notablemente aumentada de rASA producida en las
células CHO en comparacion con la endocitosis in vivo de la rASA producida en las células BHK y COS. La
endocitosis eficiente de la enzima es un requisito previo para obtener la correccion deseada de los niveles de
sulfatido en el sistema nervioso periférico y en los 6rganos viscerales del cuerpo. Por lo tanto, es preferente que al
menos una de las glicoformas producidas de rASA sea similar a una glicoforma producida en las células CHO.

Los inventores han observado ademas que la produccion debe optimizarse para garantizar el procesamiento
postraduccional correcto de la enzima. En particular, la produccién de la enzima a una velocidad e intensidad
demasiado altas conduce a un producto de calidad subdptima en términos de glicosilacion, fosforilacion y
formilacién. Por lo tanto, es preferente adicionalmente que la produccion de arilsulfatasa A o su equivalente se
produzca a una velocidad y en las condiciones que den como resultado un producto que comprende una glicoforma
de la enzima que tiene cuatro intermedios de la glicosilacién segun se determina mediante el analisis MALDI-TOF
después del tratamiento con bajas concentraciones de PNGasa F. También son preferentes otras condiciones bajo
las cuales los restos de carbohidrato adquiridos de la arilsulfatasa A o su equivalente tienen una masa combinada de
3-8 kDa. También es preferible que la produccion de arilsulfatasa A o su equivalente se produzca a una velocidad y
en condiciones que den como resultado un producto que comprende una glicoforma de la enzima que tiene un
patron de manosa alta y/u oligosacaridos complejos, que estan fosforilados para permitir una endocitosis eficiente de
la enzima a través de la entrada mediada por el receptor de manosa-6-fosfato.

Como se ha explicado, la modificacion postraduccional del residuo de cisteina en la posicién 51 en la arilsulfatasa A
humana madura es critica para la actividad de la enzima. Por consiguiente, en una realizacion preferente de la
presente divulgacion, la produccion de la arilsulfatasa A o su equivalente se produce a una velocidad y en
condiciones que dan como resultado un producto que comprende una isoforma de la enzima en la que el aminoacido
correspondiente a Cys-69 en la SEQ ID NO: 2 se convierte en formilglicina, que corresponde a Fgly-51 en la SEQ ID
NO: 3. La SEQ ID NO: 4 representa arilsulfatasa A humana madura después de la escision del péptido sefial de 18
aminoacidos pero antes de la modificacion de C-51.

Por tanto, esta realizacion se refiere a un proceso en el que la arilsulfatasa A producida o su equivalente enzimatico
se selecciona del grupo que consiste en

(a) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

(b) una porcion de la secuencia en (a), que es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa humana
recombinante A

(c) un analogo de la secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75 % de identidad de secuencia con una
cualquiera de las secuencias en (a) o (b) y al mismo tiempo enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa
humana recombinante A.

Puede ser preferente que el grado de identidad de secuencia entre la enzima producida de acuerdo con la
divulgacién y la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO. 4 sea al menos del 80 %, tal como de al menos el 85 %, al menos el
90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 % o al menos el 99 %.

La expresion "identidad de secuencia" indica una medida cuantitativa del grado de homologia entre dos secuencias
de aminoacidos o entre dos secuencias de acido nucleico de igual longitud. Si las dos secuencias que se van a
comparar no son de la misma longitud, deben alinearse para proporcionar el mejor ajuste posible, lo que permite la
insercion de huecos o, como alternativa, el truncamiento en los extremos de las secuencias polipeptidicas o las
(Nyef—Ngif)100
secuencias de nucledtidos. La identidad de secuencia se puede calcular como Nrer " en la que Ngs es el
numero total de residuos no idénticos en las dos secuencias cuando estan alineados y en la que N es el nimero
de residuos en una de las secuencias. Por lo tanto, la secuencia de ADN AGTCAGTC tendra una identidad de
secuencia del 75 % con la secuencia AATCAATC (Ngi= 2 ¥ Nrer= 8). Un hueco se cuenta como no identidad del
residuo o residuos especificos, es decir, la secuencia de ADN AGTGTC tendra una identidad de secuencia del 75 %
con la secuencia de ADN AGTCAGTC (Ngi= 2 Yy Ne=8).

En todas las realizaciones de la invencion basadas en polipéptidos o aminoacidos, el porcentaje de identidad de
secuencia entre una o0 mas secuencias se basa en la alineacién de las secuencias respectivas realizada por el
software clustalW (http: /www.ebi.ac.uk/clustalW/index. html) usando la configuracién predeterminada del programa.
Estas configuraciones son las siguientes: Alineacion = 3Dfull, Hueco abierto 10.00, Ext del hueco 0,20, distancia de
separacion del hueco 4, matriz del peso de la proteina: Gonnet. Con respecto a las realizaciones basadas en
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nucleédtidos de la invencion, el porcentaje de identidad de secuencia entre una o mas secuencias también se basa
en alineaciones usando el software clustalW con configuraciones predeterminadas. Para las alineaciones de la
secuencia de nucledtidos, estas configuraciones son: Alineacion = 3Dfull, Hueco abierto 10.00, Ext del hueco 0,20,
distancia de separacion del hueco 4, matriz del peso de ADN 10: identidad (IUB).

La actividad biologica y los efectos de la enzima in vivo requiere que una cantidad adecuada de la enzima haya
adquirido un patron de glucosilacién como se ha descrito anteriormente y se haya modificado postraduccionalmente
en la posicion 51. Por lo tanto, es crucial que al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o el 98 % de la
enzima producida es de la glicoforma/isoforma descrita anteriormente.

Es preferente que las células de mamifero usadas en el proceso descrito en el presente documento sean de origen
humano o de primate. En una realizacion actualmente mas preferente, las células de mamifero son células CHO vy,
ademas, es preferente que estas células sean células CHO-DG44. En ofra realizaciéon preferente, se usa una linea
celular humana.

En una realizacion preferente de la presente invencion, las células usadas para la produccion de rASA comprenden
una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2. En
una realizacion preferente adicional, la rASA esta codificada por la SEQ ID NO: 1.

En el proceso descrito en el presente documento, la purificacion de proteinas se simplifica, ya que en el sistema
descrito, la rASA se secreta al medio.

El sistema de cultivo celular se basa en uno o mas biorreactores convencionales, que estan conectados a una fuente
de medio recién preparado y a un sistema en el que se pueden cosechar las células y se puede recolectar el medio.
Una parte de este sistema puede ser un dispositivo de retencién celular. Preferentemente, estas partes diferentes
del sistema estan interconectadas de manera que se puede agregar medio nuevo y el medio que contiene células
junto con uno o mas productos biosintéticos secretados de las células se puede recoger de forma continua. La
mASA marcada con manosa-6-fosfato se secreta en el medio y, opcionalmente, la purificacién de rASA se facilita
mediante el uso de sales de amonio (NH4Cl) en la etapa de fermentacion.

Una ventaja inmediata de este sistema en comparacion con un sistema discontinuo es permitir una fase de
produccion efectiva que se extienda durante un tiempo mas prolongado. El sistema puede operar continuamente
durante un periodo que se extiende durante una semana, preferentemente dos semanas, mas preferentemente 3
semanas, incluso mas preferentemente 4 semanas. Las células se pueden propagar a 37 °C, sin embargo, es
preferente reducir la temperatura a 33-35 °C cuando se alcanza la meseta de la fase de produccién para aumentar la
productividad del sistema.

En una realizacién preferente, este sistema se basa en el uso de biorreactores con un volumen de 1 I. Como
alternativa, pueden ser preferentes los biorreactores con un volumen de 5 | o los biorreactores capaces de contener
aproximadamente 4 | del medio. Sin embargo, como se puede apreciar, el sistema también esta previsto como una
base para la produccion de rASA con una mayor capacidad y, por lo tanto, se ampliara hasta la produccion a gran
escala, tal como se requiera en la industria farmacéutica. Otras realizaciones preferentes son, por lo tanto,
biorreactores o fermentadores con una capacidad de 10 |, mas preferentemente 50 I, 200 I, 1.000 I. Actualmente, es
preferente un volumen de biorreactor de 100 I, 400 | o 700 |. Ademas, es preferente que la fase de produccién se
extienda durante al menos dos semanas y, ademas, se contempla un proceso en el que se cosechande 1 a 2 o
incluso hasta 4 volumenes de reactor de cultivo celular cada dia.

En una realizacién preferente, el proceso se realiza usando uno o mas biorreactores que estan equipados con
dispositivos de retencion de células y bucles de recirculacion.

La linea celular utilizada para producir el polipéptido usado en la invencion se puede cultivar en diversos medios. Los
medios comercialmente disponibles tales como F 10 de Ham (Sigma), medio esencial minimo (MEM), (Sigma),
RPMI-1640 (Sigma) y medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar las
células huésped. Cualquiera de estos medios puede suplementarse segun sea necesario con hormonas y/u otros
factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina o factor de crecimiento epidérmico), sales (tales como
cloruro de sodio, de calcio, de magnesio y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucledtidos (tales como
adenosina y timidina), antibiéticos (tales como GENTAMICINA), oligoelementos (definidos como compuestos
inorganicos habitualmente presentes a concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de
energia equivalente. También se pueden incluir otros suplementos necesarios en concentraciones apropiadas que
conoceran los expertos en la técnica. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son
las utilizadas previamente con la linea celular seleccionada para la expresion de la enzima, y seran evidentes para el
experto en la técnica.

Con el fin de controlar los niveles de proteinas indeseadas en el medio de cultivo, es preferente, sin embargo, que el

sistema se desarrolle para cultivar las células en un medio libre de suero que solo contenga proteinas humanas
recombinantes que tengan pesos moleculares menores de 10 kDa. La concentracion de proteina total es de menos
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de 10 mg/ml a menos de 100 ug/ml, tal como menos de 1 mg/ml. En una realizacion preferente, la linea celular se
cultiva en medio Excel 302 libre de suero suplementado con factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1).

Un material de partida para el proceso de purificacion puede ser un extracto de células en bruto, pero,
preferentemente, las células secretan rASA vy, posteriormente, se purifica del sobrenadante del cultivo celular. El
proceso de purificacion puede comprender, pero no esta limitado a las mismas, las siguientes etapas generales:

1) Etapa de concentracion y diafiltracion,

2) Etapa de captura (cromatografia de intercambio i6nico),
3) Etapa intermedia de purificacion (cromatografia),

4) Filtracion acida

5) Pulido (cromatografia),

6) Eliminacion de virus,

7) Formulacion,

8) Carga vy liofilizacion.

Ademas, se pueden incorporar una o mas etapas de intercambio de tampdn y, opcionalmente, se pueden omitir la
etapa de concentracion y diafiltracion. Esto es factible, en particular, si el proceso de concentracion y purificacion de
la etapa ii) mencionada anteriormente comprende una o mas etapas de cromatografia en lecho expandido.
Preferentemente, la etapa de cromatografia de lecho expandido se realiza como la etapa de captura.

Ademas, es preferente que el proceso de concentracion y purificacion de (ii) comprenda una etapa de pulido, que
incluye una etapa pasiva, en la que la arilsulfatasa A pasa a través de una resina o membrana de cromatografia de
afinidad y/o una resina o membrana de cromatografia de cationes, y una etapa activa, en la que la arilsulfatasa A se
retiene en el interior y se eluye posteriormente de una membrana o resina de intercambio anidnico. Esta
combinacién de etapas pasivas y activas se sugiere a partir del hallazgo sorprendente de que mientras que la
mayoria de las proteinas contaminantes se unen a una matriz de intercambio anidnico a valores de pH menores que
5,8, preferentemente a valores de pH de 5,5-5,7, la arilsulfatasa A pasara la matriz de intercambio catiénico y
posteriormente se unira a una resina de intercambio aniénico. Se cree que un cambio en la estructura de la enzima
de un dimero a un octamero a valores de pH por debajo de 5,8 es responsable de este sorprendente efecto. Este
cambio en la estructura tiene relevancia fisioldgica, ya que la enzima es activa en los lisosomas a pH bajo.

El proceso de concentracion y purificacion de la etapa ii) mencionada anteriormente puede comprender las
siguientes etapas:

I) concentrar la rASA presente en el medio liquido por filtracion de flujo tangencial;

II) cargar el sobrenadante que contiene rASA obtenido en la etapa | en una columna de cromatografia equilibrada
y eluir una o mas fracciones que contienen rASA;

[l) cargar la fraccién o fracciones de la etapa Il en otra columna de cromatografia equilibrada y eluir una o mas
fracciones que contienen rASA;

IV) purificar la rASA presente en la fraccién o fracciones de la etapa 1l mediante filtracion de flujo tangencial;

V) pulir la preparacion de rASA de la etapa IV en una o dos o mas etapas sucesivas, comprendiendo cada etapa
cargar la preparacion en una columna de cromatografia equilibrada y eluir una o mas fracciones que contienen
rASA;

VI) pasar la fraccion o fracciones de la etapa V a través de un filtro de reduccion viral;

VII) formular la fraccion o fracciones de la etapa VI para obtener una preparacion de rhASA en un tampén de
formulacién adecuado;

VIIl) cargar opcionalmente la preparacion formulada de rASA en un recipiente adecuado y liofilizar la muestra.

Se contempla que puede no ser necesario realizar todas las etapas generales y especificas del proceso de
purificacién como se ha descrito anteriormente. Se podria, por ejemplo, omitir la etapa de formulacion, asi como la
carga y la liofilizacién si el objetivo no es proporcionar un producto final adecuado para uso medicinal.

Como se ha mencionado, la etapa | del proceso descrito anteriormente puede omitirse. Por lo tanto, puede ser
preferente que el proceso de concentracion y purificacion de ii) comprenda las siguientes etapas:

II) poner en contacto un sobrenadante que contiene arilsulfatasa A en una columna de cromatografia equilibrada
y eluir una o mas fracciones que contienen arilsulfatasa A;

[l) cargar la fraccion fracciones de la etapa Il en otra columna de cromatografia equilibrada y eluir una o mas
fracciones que contengan arilsulfatasa A;

IV) intercambio de tampon de la arilsulfatasa A presente en la fraccion fracciones de la etapa Il mediante
filtracion de flujo tangencial;

V) pulir la preparacion de arilsulfatasa A de la etapa IV en una o dos o mas etapas sucesivas, comprendiendo
cada etapa cargar la preparacion en una columna de cromatografia equilibrada y eluir una o mas fracciones que
contengan arilsulfatasa A;

VI) pasar la fraccion o fracciones de la etapa V a través de un filtro de reduccion viral;
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VII) formular la fraccion fracciones de la etapa VI para obtener una preparacion de arilsulfatasa A en un tampén
de formulacién adecuado;

VIIl) cargar opcionalmente la preparacion formulada de arilsulfatasa A en un recipiente adecuado vy liofilizar la
muestra.

En la etapa |) del proceso se aumenta la concentracion de rASA en el material con el fin de obtener una solucién de
rASA en un volumen, que es suficientemente pequefio para cargar convenientemente en las columnas de
cromatografia de las etapas posteriores del procedimiento de purificacion. Preferentemente, la rASA se concentra 5-
50 veces en volumen, mas preferentemente 10-20 veces por filtracion de flujo tangencial. Es obvio para el experto
en la técnica que pueden usarse diversas membranas diferentes con diferentes valores de corte de peso nominal.
Los valores de corte nominales del peso pueden, por lo tanto, estar en el intervalo de 10 a 100 kDa, sin embargo, en
la presente solicitud, es preferente usar una membrana de 30 KDa.

Una parte adicional de la etapa |) incluye la diafiltracién de la solucion que contiene rASA, que se realiza para
obtener una solucion de rASA en un tampoén adecuado como tampon de carga en las etapas de cromatografia
posteriores. La diafiltracion se lleva a cabo usando un equipo comercialmente disponible y siguiendo un
procedimiento estandar bien conocido por los expertos en la técnica.

En una realizacién preferente, la etapa Il en este proceso se basa en la cromatografia de intercambio anidnico. Las
resinas anionicas generalmente unen proteinas con una carga neta positiva. Las proteinas con carga negativa o
neutras pasaran a través de la matriz y las proteinas con carga positiva (con diversos grados de carga) pueden
eluirse de forma discriminada cambiando gradualmente (de forma lineal o por etapas lineales) la carga del contraién
del sistema con una sal.

Como conoceran los expertos en la técnica, los intercambiadores de iones pueden basarse en diversos materiales
con respecto a la matriz, asi como a los grupos cargados unidos. Por ejemplo, se pueden usar las siguientes
matrices, en las que los materiales mencionados pueden estar mas o menos reticulados: a base de agarosa (tal
como Sepharose CL-6B®, Sepharose Fast Flow® y Sepharose High Performance®), a base de celulosa (tal como
DEAE Sephacel®), a base de dextrano (tal como Sephadex®), a base de silice y a base de polimeros sintéticos.
Para la resina de intercambio anioénico, los grupos cargados que estan unidos covalentemente a la matriz pueden
ser, por ejemplo, dietilaminoetilo (DEAE), aminoetilo cuaternario (QAE) y/o amonio cuaternario (Q). En una
realizacion preferente del presente proceso, la resina de intercambio anidénico empleada es una columna de DEAE
Sepharose y, mas especificamente, puede ser una columna de DEAE Sepharose Fast Flow® o de DEAE
Streamline, pero se pueden usar otros intercambiadores de aniones.

La resina de intercambio i6nico se prepara de acuerdo con procedimientos conocidos. Habitualmente, se pasa un
tampdn de equilibrado, que permite que la resina se una a sus contraiones, se pasa a través de la resina de
intercambio i6nico antes de cargar la composicion que comprende el polipéptido y uno o mas contaminantes sobre la
resina. Convenientemente, el tampdn de equilibrado es el mismo que el tampon de carga, pero no es necesario.

La solucion acuosa que comprende rASA y uno o mas contaminantes se carga en la resina aniénica usando un
tampodn de carga que tiene una concentracion de sal y/o un pH tal que el polipéptido y el contaminante se unen a la
resina de intercambio aniénico. La resina se lava con uno o mas volimenes de columna del tampon de carga,
seguido de uno o mas volumenes de columna del tampdn de lavado en el que se aumenta la concentracion de la
sal. Finalmente, la rASA se eluye aumentando ain mas la concentracion de la sal. Opcionalmente, la elucion de la
enzima también puede estar mediada por la disminucién gradual o por etapas del pH. Las fracciones que contienen
actividad de rASA se recogen y se combinan para una purificacion adicional.

Es evidente para el experto en la técnica que se pueden usar numerosos tampones diferentes en las etapas de
carga, lavado y elucién. En una realizacion preferente, se usa un tampoén de carga que comprende Tris-HCI 5-100
mM, pH 7,0-8,0, denominado en lo sucesivo "tampdn estandar". Como alternativa, se puede usar un tampén de
fosfato de sodio, tal como fosfato de sodio 10 mM, pH 7,5, como tampdn estandar durante todo el proceso de
purificacion, ya que esto inhibira cualquier fosfatasa residual que pueda escindir los grupos fosfato en la manosa-6-
fosfato. La concentracion de NaCl se incrementa a 0,05-0,15 M y 0,2-0,4 M durante las etapas de lavado y elucion,
respectivamente.

En una realizacion opcional, la resina de intercambio idnico se regenera con un tampon de regeneracion después de
la elucion del polipéptido, de modo que la columna puede reutilizarse. En general, la concentracion de la sal y/o el
pH del tampdn de regeneracion es/son tales que sustancialmente todos los contaminantes y el polipéptido de interés
se eluyen de la resina de intercambio i6nico. En general, el tampodn de regeneracion tiene una concentracion de sal
muy alta para eluir los contaminantes y polipéptidos de la resina de intercambio iénico.

La etapa Il en el proceso de purificacion comprende una etapa de cromatografia adicional, que es, preferentemente,
una cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC). La HIC utiliza la atraccion de una molécula dada por un entorno
polar o no polar y, en términos de proteinas, esta propension se rige por la hidrofobicidad o hidrofilicidad de los
residuos en la superficie exterior expuesta de una proteina. Por lo tanto, las proteinas se fraccionan basandose en
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sus diversos grados de atraccion a una matriz hidrofébica, tipicamente un soporte inerte con brazos enlazadores de
alquilo de 2-18 atomos de carbono en la longitud de la cadena. La fase estacionaria consiste en pequefios grupos no
polares (butilo, octilo o fenilo) unidos a una cadena principal polimérica hidrofilica (por ejemplo, sefarosa reticulada,
dextrano o agarosa). Por lo tanto, la columna de HIC es, preferentemente, una columna de butilsefarosa o una
columna de fenilsefarosa, mas preferentemente una columna de butilsefarosa.

La carga, el lavado y la elucién en la HIC sigue, basicamente, el mismo principio que se ha descrito anteriormente
para la cromatografia de intercambio idnico, pero a menudo se aplican condiciones casi opuestas a las usadas en la
cromatografia de intercambio i6nico. Por tanto, el proceso de HIC implica el uso de un tampoén de carga rico en sal,
que desenreda la proteina para exponer los sitios hidrofébicos. La proteina es retenida por los ligandos hidrofébicos
en la columna y se expone a un gradiente de tampones que contienen concentraciones decrecientes de sal. A
medida que la concentracion de sal disminuye, la proteina vuelve a su conformacion nativa y finalmente se eluye de
la columna. Como alternativa, las proteinas pueden eluirse con PEG.

Es preferente el uso de butilsefarosa y octilsefarosa como fases sdlidas en la HIC. De nuevo, es evidente que,
cuando se trata de las condiciones exactas, asi como de los tampones y combinaciones de tampones utilizados para
los procesos de carga, lavado y elucion, existe un gran nimero de posibilidades diferentes. En una realizacion
preferente, la columna se equilibra en el tampén estandar mencionado anteriormente al que se ha afiadido Na;SO4
0,25-1 M. El lavado se realiza usando 1-2 lavados de columna de tampoén de equilibrado, seguidos de 1-5
volumenes de columna de NaCl 1,0-3,0 M o acetato de Na 1,8 M en tampdn estandar pH 7,5. La rASA se eluye
utilizando NaCl 0,25-0,75 M o 1-5 lavados de columna de acetato de Na 0,9 M en tampon estandar a pH 7,5.

En una realizacién preferente adicional, la purificacion de la rASA mediante HIC sucede a la purificaciéon por
cromatografia de intercambio i6nico tal como se realiza en la etapa de captura inicial. Se contempla, sin embargo,
que las dos etapas se podrian realizar en el orden inverso, pero esto conducira presumiblemente a un rendimiento
menor.

En una realizacion adicional, la purificacion de la muestra en la etapa IV del proceso de purificacién se lleva a cabo
mediante filtracion de flujo tangencial.

En la etapa IV del proceso de purificacion, la rASA se purifica mediante separacion de contaminantes de acuerdo
con su tamafio en un entorno acido mediante filtracion de flujo tangencial. La rASA forma un octamero a pH bajo con
un peso molecular tedrico de 480 kDa vy, por lo tanto, sera retenida por una membrana relativamente abierta,
mientras que la mayoria de los contaminantes pasaran por esta membrana (Sommerlade et al., (1994) Biochem. 3.,
297; 123—-130; Schmidt et al., (1995) Cell, 82 271-278; Lukatela et al., (1998) Biochemistry, 37, 3654—-3664). Como
el material de partida para este proceso es una suspension de rASA tal como se ha eluido de la columna de
cromatografia en la etapa previa del proceso, el pH en esta suspension se ajusta a 4-5 mediante la adicion de
acetato de Na 0,2-1 M a pH 4,5 A continuacién se realiza la diafiltracion contra 1-10 volumenes de tampén de
acetato de Na a pH 4,0-5,5 de una manera bien conocida por un experto en la técnica. La filtraciéon puede realizarse
con la aplicacion de varios tipos de filtros diferentes con valores de corte de peso nominal que varian de 20 a 450
kDa, sin embargo, es preferente usar un filtro con un valor de corte que varia de 100 a 300 kDa. Para el
procesamiento adicional de la solucidon que contiene rASA, el pH se ajusta a un valor dentro del intervalo entre 7 y 8
mediante la adicion de Tris-base hasta una concentracion final de aproximadamente 20-50 mM.

Como una alternativa a la filtracion de flujo tangencial acida como se ha descrito anteriormente, la separacion de la
rASA de los contaminantes se puede obtener con filtracion acida en gel usando esencialmente las mismas
condiciones y composiciones de tampones. La filtracion se realiza a pH bajo a través de una columna de filtracién en
gel, que se ha equilibrado con una solucién a pH bajo. En el procedimiento actual, una solucién 0,2-0,9 M de acetato
de Na a pH 4-5. Como una opcidn, la solucion de rASA se concentra mediante filtracion de flujo tangencial a través
de un filiro de 20-50 kDa antes de la filtracion en gel. El grado de concentraciéon puede variar considerablemente de
modo que la rASA se puede concentrar desde aproximadamente 0,1 mg/ml hasta aproximadamente 50 mg/ml,
preferentemente hasta aproximadamente 5 mg/ml.

En un procedimiento actualmente preferente, el conjunto de muestras de la etapa Ill se concentra contra un tamiz
Biomax A, 30 kDa. La diafiltracién se realiza contra 3-5 lavados en columna de acetato de Na 20 mM, a pH 5,4-5,7.
El mas preferente es un proceso en el que la filtracion de flujo tangencial se produce contra un tamiz Biomax A.

Existen varias opciones para la etapa de pulido (etapa V en el proceso de purificacion). Esta etapa puede implicar la
purificacién usando cromatografia de intercambio idnico esencialmente como se ha descrito anteriormente. Por
conveniencia, la muestra se carga en el tampdn desde la etapa anterior del proceso de purificacion. En otra
realizacion, se puede usar cromatografia en una columna de hidroxiapatita ceramica.

La hidroxiapatita (HAP) generalmente se refiere a la forma cristalina del fosfato de calcio. EI mecanismo de HAP
implica interacciones inespecificas entre los grupos carboxilo de la proteina cargados negativamente y los iones de
calcio cargados positivamente en la resina, y los grupos amino de la proteina con cargados positivamente y los iones
de fosfato cargados negativamente en la resina. Las proteinas basicas o acidas se pueden adsorber selectivamente
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en la columna ajustando el pH del tampdn; la elucion se puede lograr variando la concentracion de sal del tampon.
De nuevo, es evidente que se pueden emplear numerosas composiciones del tampoén, asi como combinaciones de
tampones. Preferentemente, sin embargo, la columna se equilibra con 1-10 lavados en columna de un tampo6n que
comprende Tris—HCI 1-100 mM a pH 7,0-8,0. Por conveniencia, la muestra se carga en el tampoén desde la etapa
anterior del proceso de purificacion. La columna se lava con 1-10 volumenes de columna del tampén utilizado para
el equilibrio y la muestra se eluye en una mezcla de este tampoén y un tampén que comprende fosfato de sodio 100—
800 mM. Opcionalmente, la columna se reconstituye lavando con 1-10 volimenes de columna de fosfato de sodio
100-800 mM.

En las etapas de cromatografia, el volumen apropiado de resina utilizado cuando se empaqueta en una columna de
cromatografia se refleja por las dimensiones de la columna, es decir, el diametro de la columna y la altura de la
resina, y varia dependiendo de, por ejemplo, la cantidad de proteina en la solucién aplicada y la capacidad de unién
de la resina utilizada. Sin embargo, la escala del proceso de produccion, asi como del proceso de purificacion,
pueden aumentarse para obtener la produccion y purificacion de rASA a escala industrial. Por consiguiente, se
pueden aumentar parametros tales como el tamafio de la columna, el diametro y la velocidad de flujo para cumplir
con la velocidad y la eficiencia de dicha produccién a gran escala. Mientras que las columnas con un diametro que
varia de 50 a 100 mm, volumenes en el tamafio de 100—300 ml y caudales entre 40 y 400 cm/hora o de 5 a 100 ml.

En una version actualmente preferente, el procedimiento de la etapa V se basa en las caracteristicas de la rASA de
la siguiente manera: Teorica y practicamente, la rASA tiene un punto isoeléctrico que se encuentra en las
proximidades de pH 6,0. Esto significa que la proteina debe unirse a un intercambiador de aniones a un pH mayor
que 6,5 y a un intercambiador de cationes a un pH inferior a 5,5. Los presentes inventores han confirmado tal unién
a un intercambiador de cationes experimentalmente, donde se encuentra que, en principio, no se une rASA a un pH
de 5,6. Aproximadamente el 50 % de toda la rASA se une a un pH de 5,2 y el 100 % se une a un pH de 4,8. Para el
intercambiador de aniones, sin embargo, la rASA se une a cualquier valor de pH probado dentro del intervalo de 7,2
a 4,8. En principio, parece que la rASA se une a los intercambiadores de aniones con carga positiva a un pH de 4,8,
en los que la propia enzima también deberia estar cargada positivamente. En las mismas condiciones, la enzima se
une igualmente bien a un intercambiador de cationes. Se supone que estas caracteristicas de union inesperadas son
el resultado de que la enzima esta extremadamente polarizada y tiene un lado fuerte "cargado positivamente" y un
lado fuerte "cargado negativamente". Como alternativa, las caracteristicas de uniéon pueden explicarse por el cambio
de la enzima de un dimero a un octamero a valores de pH por debajo de 5,8.

El procedimiento actualmente preferente de la etapa 5 aprovecha estas caracteristicas inesperadas. La etapa de
pulido se inicia asi a pH 6,0 al que la enzima no se unira a una primera resina de cromatografia de afinidad o a un
primer intercambiador de cationes (etapa pasiva). Sin embargo, esta etapa elimina muchas de las proteinas de las
células huésped contaminantes. Para una preparacion que se utilizara en una preparacion farmacéutica, la cantidad
de tales proteinas debe ser minima.

Después del paso a través de la resina de afinidad o catiénica, la rASA se unira a una resina de intercambio aniénico
posterior, que se puede acoplar a la resina catidénica en serie. Si las dos resinas estan acopladas, la resina de
intercambio catidénico se desacopla posteriormente y el intercambiador de aniones se lava a un pH de
aproximadamente 4,8, dejando la rASA unida a la resina. El hecho de que la rASA permanezca unida a la resina a
pH 4,8 es altamente inesperado y se contempla que esta capacidad solo sera compartida por muy pocas proteinas,
ya que, efectivamente, deberian tener un punto isoeléctrico por debajo de 4,2.

Por consiguiente, en una realizacion preferente, las dos o mas etapas sucesivas en la etapa V del proceso de
purificacién comprenden una etapa pasiva, en la que la rASA pasa a través de una resina o membrana de
cromatografia catidnica, y una etapa activa, en la que la rASA se retiene dentro y posteriormente se eluye de una
membrana o resina de intercambio aniénico. La membrana o resina de intercambio aniénico puede ser un
intercambiador anidnico de alta resolucion.

Adicionalmente, se puede preferir adicionalmente que la membrana o resina de cromatografia catidnica y dicha
membrana o resina de intercambio aniénico estén acopladas o conectadas en serie. En el presente contexto, la
expresion "acoplado o conectado en serie", cuando se usa en relacion con la cromatografia de afinidad o catidnica y
la cromatografia de intercambio idnico de aniones significa que las proteinas que pasan a través de la resina de
cromatografia de afinidad o catidnica se cargan directamente en la resina de intercambio aniénico sin cambio de
tampodn u otras condiciones.

En una realizacion preferente, la membrana o resina de cromatografia catidonica es una membrana Mustang™ S,
una resina S-Sepharose o una resina Blue Sepharose y dicha membrana o resina de intercambio aniénico es una
membrana Mustang™Q o Source™ Q.

En una realizacién especifica, las columnas se equilibran con mas de 10 volimenes de columna de acetato de Na

20-100 mM, a pH 4,5-8,5, preferentemente acetato de sodio 20-100 mM, a pH 5,5-7,7. El conjunto de muestras de
la etapa 4 se carga en las columnas y, después del paso de la rASA a través de la columna de intercambio catiénico,
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las dos columnas se desacoplan y el intercambiador aniénico se lava con 2-4 volumenes de columna de acetato de
Na 50-75 mM a pH 4,8. El intercambiador aniénico se equilibra con mas de 10 volimenes de columna de Tris-HCI
20 mM a pH 7,5 (tampon estandar). La columna se lava con NaCl 0,1 mM en tampon estandar y la rASA se eluye
con un gradiente lineal de NaCl 0,1-0,3 M en tampon estandar.

En una realizacion actualmente preferente, las resinas anidnicas y/o catiénicas se lavan con 2-4 lavados en columna
de acetato de sodio 20-70 mM a pH 4,8. 31. Es igualmente preferente que la membrana o resina de intercambio
anionico se equilibre con al menos 11 lavados de columna de fosfato sédico 10 mM a pH 7,5 y, posteriormente, se
lave con NaCl 60 mM en fosfato sédico 10 mM a pH 7,5. Por ultimo, actualmente es preferente que la arilsulfatasa A
se eluya de la resina de intercambio anionico con un gradiente lineal de NaCl 60-500 mM en fosfato de sodio 10 mM,
apH7,5

En el proceso de purificacion se incorporan adicionalmente una o mas etapas de inactivacion de virus o filtracion de
virus. Se entiende que estos procedimientos estan destinados a dar lugar a una preparacion de una enzima, que
esta sustancialmente libre de virus infecciosos y que se puede denominar "producto seguro contra virus". Ademas,
se contempla que los diversos procedimientos se puedan usar independientemente o en combinacién.
Preferentemente, la filtracion del virus se realiza después de la purificacion de la enzima mediante varias etapas de
cromatografia. En una realizacion preferente, la etapa de filtracion del virus se realiza mediante el paso de la
solucién que contiene rASA que es un resultado de la etapa 5 del proceso de purificacion a través de un filtro estéril
y el paso posterior de la solucion filtrada estéril a través de un nanofiltro. Por "filtro estéril" se entiende un filtro, que
eliminara sustancialmente todos los microorganismos capaces de propagarse y/o causar infeccion. Si bien es
preferente que el filtro tenga un tamafo de poro de 0,1 micrémetros, el tamafio de poro podria oscilar entre 0,05 y
0,3 micréometros.

Ademas de, o como una alternativa a la filtracion de virus, la inactivacion de virus se puede lograr mediante la
adicién de uno o mas "agentes inactivadores de virus" a una solucion que comprende la enzima. Preferentemente, la
etapa de inactivacion de virus se realizara antes del proceso de purificacion para asegurar que el agente no esté
presente en el producto final en ninguna cantidad o concentracion que comprometa la seguridad del producto
cuando se usa como producto farmacéutico o cuando el producto se utiliza para la preparacién de un producto
farmacéutico. La expresion "agente inactivador de virus" pretende designar dicho agente o procedimiento, que puede
usarse para inactivar virus con envoltura lipidica, asi como virus con envoltura no lipidica. La expresion "agente
inactivador de virus" se debe entender que abarca tanto una combinacion de dichos agentes y/o procedimientos,
siempre que sea apropiado, asi como también un solo tipo de dicho agente o procedimiento.

Puede ser factible reemplazar o combinar la filtracién de virus de la muestra como se realiza en la etapa VI del
proceso de purificacion con el contacto de la muestra con un detergente, preferentemente antes de la etapa V o
preferentemente antes de la etapa Il del proceso de purificacion.

Los agentes inactivadores de virus preferentes son detergentes y/o disolventes, mas preferentemente mezclas de
detergente-disolvente. Debe entenderse que el agente inactivador de virus es, opcionalmente, una mezcla de uno o
mas detergentes con uno o mas disolventes. Se puede usar una gran variedad de detergentes y disolventes para la
inactivacion de virus. El detergente se puede seleccionar del grupo que consiste en detergentes no idnicos e idnicos
y se selecciona de modo que sea sustancialmente no desnaturalizante. Preferentemente, se usa un detergente no
iénico, ya que facilita la posterior eliminacion del detergente de la preparacion de rASA en las etapas de purificacion
posteriores. Se describen detergentes adecuados, por ejemplo, en Shanbrom et al., en la patente de Estados Unidos
4.314.997 y la patente de Estados Unidos 4.315.919. Los detergentes preferentes son los vendidos como las marcas
comerciales Triton X-100 y Tween 20 o Tween 80. Los disolventes preferentes para usar en agentes inactivadores
de virus son dialquilfosfatos o trialquilfosfatos como se describe, por ejemplo, en Neurath y Horowitz en la patente de
Estados Unidos 4.764.369. Un disolvente preferente es tri(n-butil)fosfato (TNBP). Un agente inactivador de virus
especialmente preferente para la practica de la presente invencion es Tween 20, pero, como alternativa, se pueden
usar otros agentes o combinaciones de agentes. El agente preferente se afiadi® en un volumen tal que la
concentracion de Tween-20 en la solucién que contiene rASA esta dentro del intervalo de 0,5-4,0 % en peso,
preferentemente a una concentracion de aproximadamente 1 % en peso.

La etapa de inactivacién de virus se lleva a cabo en condiciones para la inactivacién de virus con envoltura, lo que
da como resultado una solucion que contiene rASA sustancialmente segura sin virus. En general, tales condiciones
incluyen una temperatura de 4-37 °C, tal como 19-28 °C, 23-27 °C, preferentemente aproximadamente 25 °C, y un
tiempo de incubacion que en los estudios de validacion se descubierto que es eficaz. En general, es suficiente un
tiempo de incubacién de 1-24 horas, preferentemente de 10-18 horas, tal como de aproximadamente 14 horas, para
asegurar una inactivacion suficiente del virus. Sin embargo, las condiciones apropiadas (temperatura y tiempos de
incubacion) dependen del agente inactivador de virus empleado, el pH y la concentracion de proteina y el contenido
de lipidos de la solucién.

Se contempla que también se pueden emplear otros procedimientos para eliminar o inactivar virus para producir un

producto seguro contra virus, tal como la adicién de azul de metileno con posterior inactivacion por radiacion con luz
ultravioleta.
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En una realizacion preferente, el proceso divulgado en el presente documento da como resultado un producto o
formulacion que comprende una cantidad relativa de arilsulfatasa A recombinante bioactiva, en particular
arilsulfatasa A humana recombinante que es al menos 90 %, tal como al menos 95 %, al menos 97 %, al menos 98
%, al menos 99 %, al menos 99,5 %, o al menos 99,9 % de la cantidad total de proteinas en el producto o
formulacién, como se determina mediante HPLC de fase inversa.

Se puede preparar una formulacién terapéutica que comprende el polipéptido opcionalmente conjugado con una
molécula heterdloga, mezclando el polipéptido que tiene el grado de pureza deseado con vehiculos, excipientes o
estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol,
A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o
estabilizantes "farmacéuticamente aceptables” no son toxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas e incluyen tampones, tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes,
que incluyen acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecidimetilbencil amonio, cloruro
de hexametonio, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio: fenol, alcohol butilico o bencilico, alquil parabenos
tales como metil o propil parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol y m-cresol); polipéptido de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono, que incluyen
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azulcares tales como sacarosa, manitol,
trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos
de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos, tales como TWEEN, PLURONICST o polietilenglicol (PEG).

Los ingredientes activos también incluirse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsula de gelatina y
microcapsula de poli (metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed.
(1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos soélidos que contienen la variante
polipeptidica, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Los
ejemplos de matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli (2-hidroxietil-
metacrilato), o poli(alcohol vinilico), polilactidas (patente de Estados Unidos N.° 3.773.919), copolimeros de acido L-
glutamico y y-etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico
degradables, tales como LUPRON DEPOT TM (microesferas inyectables compuestas por copolimero de acido
lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida) y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

El polipéptido purificado como se divulga en el presente documento o la composicion que comprende el polipéptido y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable se usa a continuacién para diversos usos de diagnéstico, terapéuticos u
otros conocidos para tales polipéptidos y composiciones. Por ejemplo, el polipéptido puede usarse para tratar un
trastorno en un mamifero administrando una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido al mamifero.

En una realizacion especifica de la invencion, la rASA se formula en una solucion isoténica tal como 0,9 % de NaCl y
fosfato sodico 10-50 mM, a pH 6,5-8,0 o fosfato sédico, glicina, manitol o las sales de potasio correspondientes. En
otra realizacion, la rASA se formula en un tampon fisiolégico, tal como:

a) tampon de formulacion | que contiene (en mM): NazHPO4 (3,50 — 3,90), NaH2PO4 (0 — 0,5), glicina (25 — 30),
manitol (230 — 270) y agua para inyectables; o

b) tampodn de formulacion Il que contiene (en mM): Tris-HCI (10), glicina (25-30), manitol (230-270) y agua para
inyectables.

En una realizacion adicional, la rASA se formula como vesiculas lipidicas que comprenden galactosido y/o
fosfatidilcolina y/o fosfatidiletanolamina.

Una realizacion adicional de la divulgacion es un proceso en el que la rASA se formula como una formulacion de
liberacion sostenida que implica microesferas biodegradables, tales como microesferas que comprenden acido
polilactico, acido poliglicélico o mezclas de estos.

Se puede desear adicionalmente formular la rASA con una solucién hiperténica para provocar la apertura osmotica

de la barrera hematoencefalica y también formular la rASA se formula en una solucidon que comprende un
potenciador para la administracién nasal.
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Se contempla una realizacion especifica, en la que la rASA se formula de manera que mejore su semivida en el
torrente sanguineo y/o reduzca la eliminacién a través de los rifiones y/o evite la absorcién prolongada a través del
higado.

Finalmente, el proceso divulgado en el presente documento puede dar como resultado la produccion, purificacion y
formulacién de una proteina, que es enzimaticamente equivalente a rASA. Esta enzima puede ser diferente en
términos de su estructura de la rASA de acuerdo con la SEQ ID NO: 3. Puede ser una ventaja que la secuencia de
residuos de aminoacidos que rodea a Cys-51 sea idéntica o tenga un alto grado de identidad de secuencia con la
correspondiente secuencia en la SEQ ID NO: 3. Por lo tanto, puede preferirse que una secuencia lineal de 20
aminoacidos, tal como 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5 0 4 residuos de aminoacidos que rodean a
Cys-51 en la arilsulfatasa A son idénticos o al menos idénticos en un 90 %, tal como un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idénticos a la secuencia correspondiente en la SEQ ID NO: 3. Como la forma activa de la rASA dentro de los
lisosomas es un octamero, un objeto adicional de la divulgacion es proporcionar una rASA que es un octamero o se
ensambla en un octamero en condiciones fisiologicas.

En el presente documento se divulgan adicionalmente procedimientos analiticos para analizar la eficacia de cada
etapa de purificacion, asi como la calidad de las preparaciones resultantes de rASA con respecto a, por ejemplo, la
actividad enzimatica, la concentracion de proteina total y de rASA, la pureza y los niveles de endotoxina.

La actividad enzimatica, que debe entenderse como la actividad catalitica de la rASA, puede medirse en un ensayo
enzimatico basado en la hidrolisis mediada por rASA de un sustrato detectable o un sustrato, lo que conduce a un
producto final detectable. En un aspecto preferente, el ensayo se basa en la hidrdlisis del sustrato cromogénico
sintético, sulfato de para-nitrocatecol (pNCS) que tiene un producto final, para-nitrocatecol (pNC) que absorbe la luz
a 515 nm.

La concentracion de proteina total en las muestras en proceso y los productos finales se puede determinar mediante
un ensayo comercialmente disponible que utiliza los principios de la reduccion de Cu?* a Cu* por proteinas en un
medio alcalino (la reaccion de Biuret). Este procedimiento es bien conocido por un experto en la técnica.

La concentracion de rASA en muestras recogidas después de varias etapas del proceso de purificacion puede
evaluarse en el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima rASA (ELISA). La determinacion cuantitativa de una
proteina mediante ELISA es una técnica convencional conocida por el experto en la técnica. Sin embargo, la
presente divulgacion también proporciona un ELISA especifico para la deteccion de rASA basada en capturar la
enzima con inmunoglobulinas policlonales especificas y, posteriormente, detectar la enzima capturada con
anticuerpos monoclonales especificos.

La pureza y la identidad de las diversas preparaciones de rASA pueden determinarse por procedimientos bien
conocidos por los expertos en la técnica, tales como rpHPLC, SDS-PAGE y transferencia de tipo Western rASA.
Ademas, la cantidad de proteinas celulares completas (HCP) en las preparaciones de rASA se puede determinar
mediante el uso de ELISA asi como técnicas de transferencia de tipo Western usando anticuerpos disponibles
comercialmente. Preferentemente, todos los procesos mencionados anteriormente estan adaptados para realizarse
en placas de microtitulacion por conveniencia.

En comparacién con la fermentacion discontinua, el proceso de fermentacidon continua descrito en el presente
documento permite un control estricto de los parametros del proceso para proporcionar preparaciones y
formulaciones de la enzima que son de una alta calidad uniforme. Las caracteristicas del producto enzimatico
divulgado en el presente documento, asi como la formulacién que comprende el producto enzimatico y su
aplicabilidad en la prevencion o el tratamiento de la LDM depende de forma crucial del proceso de produccion y
purificacién descrito anteriormente. Otro aspecto principal de la presente invencién se refiere, por lo tanto, a una
formulacién de arilsulfatasa A para su uso de acuerdo con la invencién, que se puede obtener o se obtiene mediante
un proceso como el descrito anteriormente.

Aunque se ha sugerido el uso de diversos adyuvantes, incluidos vehiculos para la administracion celular y agentes
de permeacion de membrana, para mejorar la eficacia terapéutica de la arilsulfatasa A en la terapia de reemplazo
enzimatico, los experimentos in vivo han demostrado, sorprendentemente, que la preparaciéon o formulacion
enzimatica de acuerdo con el presente la invencion es altamente eficiente cuando se usa sin tales adjuntos. Por
consiguiente, la formulacién de arilsulfatasa A no comprende ninguno de los siguientes:

a) un vehiculo, tal como un péptido o polipéptido, para la administracion de la enzima (arilsulfatasa A) al sistema
nervioso central, y

b) un componente capaz de causar la apertura o la interrupcion de la barrera hematoencefalica, y

c) una célula intacta.

Se mencionan varios vehiculos en secciones previas de la presente descripcion, incluyendo péptidos tales como el

fragmento de insulina, péptidos y proteinas derivadas de virus o bacterias, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos,
tales como anticuerpos frente al receptor de transferrina y toxinas. Ademas, en la técnica se ha sugerido el uso de
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células intactas que incluyen una célula transducida, por ejemplo una célula autéloga transducida, tal como un
fibroblasto transducido o un linfocito de sangre periférica. En particular, se ha sugerido la implantacion de lineas
celulares encapsuladas en polimero que secretan arilsulfatasa A en el liquido cefalorraquideo. Ademas, se sabe que
varios agentes o sustancias quimicas, tales como, por ejemplo, tiosulfato, causan una interrupciéon temporal de la
barrera hematoencefalica. Una arilsulfatasa A o una formulaciéon de arilsulfatasa A de acuerdo con la presente
divulgacion puede, por supuesto, combinarse con tales vehiculos, agentes, sustancias quimicas o sistemas
celulares. Como se ha mencionado anteriormente, también se ha sugerido la formulacién de arilsulfatasa A en una
solucién hiperténica para mejorar la accesibilidad del sistema nervioso central. Sin embargo, en una realizacion
preferente, se descarta el uso de cualquiera o de todos los vehiculos, agentes, sustancias quimicas, formulaciones o
sistemas celulares conocidos en relacion con la preparacion enzimatica de la presente divulgacion.

Ademas, la posibilidad de administrar preparaciones enzimaticas directamente a través de la barrera
hematoencefalica, tal como por inyeccién espinal o intratecal, se ha tratado en la técnica anterior. Sin embargo, la
formulacion de arilsulfatasa A para su uso de acuerdo con la presente invencién es para administracion sistémica, tal
como para administracion intravenosa.

El producto de arilsulfatasa A y la formulacién que comprende arilsulfatasa A descrita en el presente documento
tienen como una de sus caracteristicas un contenido muy bajo de proteinas de células huésped. En un producto o
formulacioén prevista como una composicién farmacéutica o un producto destinado a usar en la preparacién de una
composicion farmacéutica, el contenido de tales proteinas es crucial, ya que se espera que tengan efectos
inmunogénicos. En una realizacion preferente, el producto o formulacion final contiene menos del 1,5 % de proteinas
celulares completas, tal como menos del 1 %, por ejemplo menos del 0,75 %, o menos del 0,5 %, o menos del 0,25
% de proteinas celulares completas. El producto o formulacién puede contener adicionalmente impurezas en forma
de variantes enzimaticamente inactivas del componente principal. En una realizacién preferente, el producto o
formulaciéon contiene al menos un 90 % de rASA enzimaticamente activa, tal como un 92 % o 94 %. En una
realizaciéon aun mas preferente, la cantidad relativa de rASA enzimaticamente activa es al menos el 95 %, tal como
el 96 % o el 97 % o incluso el 98 % o el 99 % segln se determina mediante HPLC de fase inversa.

Ademas del proceso divulgado en el presente documento, es un objetivo de la invencion proporcionar una
formulacién o una composicion farmacéutica que comprenda rASA, que se endocita eficazmente a través de la ruta
del receptor de manosa-6-fosfato . Cuando se aplica a endocitosis de rASA, el término "eficientemente" se refiere a
endocitosis que conduce a un aumento de al menos 100 veces en la concentracién de rASA dentro de las células
del rifién, el plexo braquial y el nervio isquiatico en ratones con LDM ocho dias después de la inyeccion intravenosa
de una dosis Unica de rASA (40 mg/kg).

De acuerdo con la eficiencia descrita del proceso de purificacion

es preferente que esta formulacion o composicion comprenda al menos un 98 % de rASA bioactiva segun se
determina mediante HPLC de fase inversa. Una caracteristica adicional de la enzima o formulaciéon preparada de
acuerdo con el proceso descrito en el presente documento es su alto nivel de actividad especifica. Por lo tanto, es
preferente que la formulaciéon o composicién farmacéutica comprenda una rASA con una actividad especifica de al
menos 10 U/mg, al menos 20 U/mg, al menos 25 U/mg, al menos 30 U/mg, al menos 40 U/mg, al menos 50 U/mg, al
menos 60 U/mg, al menos 70 U/mg, al menos 75 U/mg, al menos 80 U/mg, al menos 85 U/mg, al menos 90 U/mg, al
menos 100 U/mg, al menos 150 U/mg, al menos 200 U/mg al menos 250 U/mg o al menos 300 U/mg de proteina.

También se describe en el presente documento una arilsulfatasa A o una formulacién que comprende una cantidad
eficaz de arilsulfatasa A, para uso como medicamento. La rASA puede tener cualquiera de las caracteristicas
descritas anteriormente y, por lo tanto, es preferente que la arilsulfatasa A o la formulacién se pueda obtener o se
obtiene realmente mediante un proceso divulgado en el presente documento. Especificamente, es un objeto de la
invencion proporcionar una rASA para su uso como medicamento para reducir los niveles de esfingolipido 3-O-
sulfogalgactosilceramida (galactosil sulfatido) dentro de las células del sistema nervioso central en un sujeto que
padece y/o es diagnosticado con leucodistrofia metacromatica.

De acuerdo con las divulgaciones en la presente solicitud, la administracion de esta rASA conducira a una
disminucion del deterioro de las habilidades de aprendizaje motor y/o a una mayor velocidad de conduccion del
nervio motor y/o amplitud de la conduccién nerviosa.

Segun una publicacion reciente, la inyeccion intratecal, que se inyecta directamente en el liquido cefalorraquideo) de
la alfa-L-iduronidasa humana recombinante (rhIDU) puede reducir el almacenamiento de carbohidratos en el tejido
cerebral en un modelo canino de mucopolisacaridosis (MPL) (Kakkis, 2003). Sobre la base de estas observaciones,
la presente divulgacion proporciona procedimientos de tratamiento que comprenden:

(a) administracion de una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion por via intravenosa

para obtener una reduccion de los niveles de galactosil sulfatido en células diana dentro del sistema nervioso
periférico, opcionalmente como un complemento al tratamiento mediante trasplante de médula 6sea; y/o
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(b) administracion de una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion por via intravenosa
con el fin de obtener una reduccion de los niveles de galactosil sulfatido en las células diana dentro del sistema
nervioso tanto periférico como central; y/o

(c) administracion de una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion por via intravenosa
para obtener una reduccion de los niveles de galactosil sulfatido en células diana dentro del sistema nervioso
periférico, opcionalmente en combinacién con inyeccion intratecal de una composicion farmacéutica de acuerdo
con la presente divulgacion para para obtener una reduccion de los niveles de galactosil sulfatido en las células
diana dentro del sistema nervioso central.

Por consiguiente, el procedimiento puede comprender administrar dicha composicion farmacéutica por via
intravenosa y por inyeccion espinal y obtener asi una reduccion de los niveles de galactosil sulfatido en las células
diana dentro del sistema nervioso periférico y en las células diana dentro del sistema nervioso central en dicho
sujeto.

Segun una realizacion preferente adicional de la invencién, el procedimiento comprende administrar dicha
composicion farmacéutica por via intravenosa a dicho sujeto y obtener asi una reducciéon de los niveles de galactosil
sulfatido en las células diana dentro del sistema nervioso periférico y en las células diana dentro del sistema
nervioso central en dicho sujeto.

La rASA también puede ser endocitado eficientemente in vivo en las células diana dentro de un tejido seleccionado
del grupo que comprende higado, rifion, bazo, corazon.

Como el destinatario experto sabra, dichas células diana dentro del sistema nervioso central son, preferentemente,
oligodendroglia, y dichas células diana dentro del sistema nervioso periférico son, preferentemente, células de
Schwann.

Se contempla que la naturaleza exacta de los planes de tratamiento basados en el procedimiento segun la presente
divulgacion dependera de factores tales como la edad, el sexo y el estadio de la enfermedad del sujeto que se va a
tratar, y que el régimen de dosificacion 6ptimo y la frecuencia de administracion pueden, con ventaja, determinarse
sobre una base empirica. Sin embargo, en una realizacion preferente de la invencién, dicha composicion
farmacéutica se administra en una o mas dosis, comprendiendo cada dosis una cantidad de rASA que esta dentro
del intervalo de 0,1 a 100 mg/kg de peso corporal, tal como dentro del intervalo de 0,25 a 50, de 1 a25,de 1a 100
de 1 a 5 mg/kg de peso corporal.

También se puede preferir que la composicion farmacéutica se administre diariamente, semanalmente,
quincenalmente o mensualmente.

De acuerdo con la descripcion anterior, la inyeccion intravenosa de dicha composicion farmacéutica se puede
realizar como un suplemento al trasplante de médula 6sea.

Si bien se ha sugerido el tratamiento de reemplazo enzimatico como un enfoque para el tratamiento de
enfermedades caracterizadas por la acumulacion lisosémica de galactosil sulfatido, se ha aceptado como un hecho
que los efectos terapéuticos de la terapia de reemplazo enzimatico convencional basados en la administracion
sistémica de la enzima se limitarian al sistema nervioso periférico. Un aspecto interesante de la presente invencion
se refiere al sorprendente descubrimiento de que la administracién de una formulacién que contiene arilsulfatasa A,
cuando se repite de manera regular, causa una reduccion en los niveles de lipidos almacenados, no solo en el
sistema nervioso periférico, sino también en el sistema nervioso central. Por lo tanto, la divulgacion también
proporciona el uso de una formulacién que comprende una cantidad eficaz de arilsulfatasa A para la fabricacion de
un medicamento para reducir los niveles de galactosil sulfatido en células dentro del sistema nervioso central en un
sujeto que padece y/o se le ha diagnosticado leucodistrofia metacromatica. Por lo tanto, el procedimiento descrito en
el presente documento puede conducir a una reduccion en los niveles de galactosil sulfatido en células diana dentro
del sistema nervioso central creadas total o parcialmente por un efecto de lavado causado por la eliminacién de
sulfatidos en tejidos y en sangre. Los sulfatidos se eliminan del cerebro en parte debido al gradiente de
concentracion resultante de la eliminacion de sulfatidos en el tejido y en la sangre.

De acuerdo con el hecho de que solo se observan aumentos insignificantes en los niveles de enzimas en las células
del cerebro, los efectos terapéuticos en el SNC son el resultado principalmente del mantenimiento de niveles
efectivos de enzima en la circulacién o en los érganos viscerales como consecuencia de la administracion sistémica
de una cantidad de la enzima. Por lo tanto, la cantidad efectiva de arilsulfatasa A es tal que:

a) los niveles efectivos de la enzima se mantienen en la circulacion durante no menos de 8 dias, y/o

b) los niveles efectivos de la enzima se mantienen en los 6rganos viscerales, el nervio ciatico y el plexo braquial
durante no menos de 8 dias, y/o

c) los niveles efectivos de la enzima se mantienen en el higado durante no menos de 8 dias, después de la
administracion sistémica y, preferentemente, intravenosa de dicha formulacion.
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Como los efectos observados después de la administracion de arilsulfatasa A parecen transitorios, se desvela que la
cantidad efectiva de arilsulfatasa A debe ser tal que:

a) los niveles efectivos de la enzima se mantienen en la circulacion, y/o

b) los niveles efectivos de la enzima se mantienen en los érganos viscerales, el nervio ciatico y el plexo braquial,
ylo

c) los niveles efectivos de la enzima se mantienen en el higado y/o el rifion

mediante la administracion intravenosa repetida de la formulaciéon semanal, quincenal o mensual. En el presente
contexto, la expresion "niveles efectivos" debe entenderse como los niveles de arilsulfatasa A, que son efectivos
para causar al menos una reduccion del 10 % del esfingolipido 3-O-sulfogalgactosilceramida (galactosil sulfatido)
almacenado en las células dentro de los 6rganos viscerales, incluyendo el rifién, segun lo determinado por TLC 8
dias después de la administracion intravenosa de arilsulfatasa A en una cantidad de 40 mg/kg de peso corporal.
Se puede preferir que la reduccion de galactosil sulfatido sea de al menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el
25 %, al menos el 30 % o al menos el 40 % con respecto a los niveles presentes antes de la administracion de la
enzima. Ademas, se puede preferir que la arilsulfatasa A se administre en una cantidad de entre 5y 100 mg de
enzima por kg de peso corporal, tal como 10 mg/kg de peso corporal, 20 mg/kg de peso corporal, 30 mg/kg de
peso corporal, 50 mg/kg de peso corporal, 60 mg/kg de peso corporal, 70 mg/kg de peso corporal 80 mg/kg de
peso corporal 0 90 mg/kg de peso corporal. Como es probable que los efectos en el SNC dependan criticamente
de la calidad de la enzima, es preferente que la formulacién de arilsulfatasa A sea una formulacién como se ha
descrito anteriormente.

Ademas, es importante que la enzima tenga una alta actividad especifica y es preferente que la arilsulfatasa A tenga
una actividad especifica de al menos 20 U/mg, tal como al menos 30 U/mg, al menos 40 U/mg, al menos 50 U/mg, al
menos 60 U/mg, al menos 70 U/mg, al menos 80 U/mg o al menos 90 U/mg.

El uso de adyuvantes, tales como compuestos o formulaciones con una capacidad conocida para facilitar la
administraciéon de macromoléculas al sistema nervioso central, no parece ser necesario para obtener el efecto
observado en el sistema nervioso central. Por lo tanto, el medicamento no comprende ninguno de los siguientes
componentes:

1. a) un vehiculo, tal como un péptido o polipéptido, para la administracion de la enzima (arilsulfatasa A) al sistema
nervioso central, y

2. b) un componente capaz de causar la apertura o la interrupcion de la barrera hematoencefalica, y

3. ¢) una célula intacta, que incluye una célula transducida, tal como una célula autdloga transducida, tal como
fibroblastos transducidos o linfocitos de sangre periférica.

4.

También es evidente que el tratamiento suplementario con cualquiera de los agentes o componentes mencionados
anteriormente puede ser innecesario. Por lo tanto, es preferente que el medicamento sea para la administraciéon a un
sujeto que no reciba ningun tratamiento médico adicional para la reduccion de los niveles de esfingolipido 3-O-
sulfogalgactosilceramida, que incluye:

a) la administracion de una formulacion que comprende un vehiculo, tal como un péptido o polipéptido o
anticuerpo, para la administracion de la enzima (arilsulfatasa A) en el sistema nervioso central, y

b) la administracion de una formulacion capaz de causar la apertura o interrupcion de la barrera
hematoencefalica, y

c) la administracion de una célula intacta, incluyendo una célula transducida, tal como una célula autdloga
transducida, tal como fibroblastos o linfocitos de sangre periférica transducidos.

Aun ofro aspecto mas de la presente divulgacion es un procedimiento para tratar a un sujeto que lo necesita,
comprendiendo dicho procedimiento administrar a dicho sujeto una composiciéon farmacéutica que comprende una
rASA, que puede tener cualquiera de las caracteristicas descritas anteriormente, y obtener asi una reduccion de los
niveles de galactosil sulfatido en las células diana dentro de dicho sujeto.

Este aspecto de la presente divulgacion se refiere, por tanto, a un procedimiento para tratar/aliviar un sintoma de un
trastorno asociado con un almacenamiento lisosémico aumentado del esfingolipido 3-O-sulfogalgactosilceramida
(leucodistrofia metacromatica), comprendiendo dicho procedimiento administrar a un sujeto una formulacién de
arilsulfatasa A obtenida u obtenible mediante un proceso de acuerdo con la invencion y obteniendo de este modo
una reduccion de los niveles de galactosil sulfatidos en las células dentro de dicho sujeto. Debe entenderse que las
células, que son el objetivo de este procedimiento de tratamiento, pueden ser o pueden incluir células dentro del
sistema nervioso central. El trastorno puede ser leucodistrofia metacromatica (LDM) o deficiencia multiple de
sulfatasa (DMS).

Como se ha mencionado, es preferente que la administraciéon del medicamento, que es la formulaciéon de la
arilsulfatasa A, no comprenda la invasiéon mecanica, quimica o biolégica del sistema nervioso central. Estos términos
comprenden la administracion directa del medicamento a través de la barrera hematoencefalica, asi como el uso de
adyuvantes y/o formulaciones con una capacidad conocida de facilitar la administracion de macromoléculas a través
de la barrera hematoencefdlica.
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Por consiguiente, el procedimiento terapéutico descrito en el presente documento comprende, preferentemente,
administrar la formulacion de arilsulfatasa A por una via diferente a la administracion intracerebroventricular, espinal,
intratecal o intracraneal, tal como una ruta seleccionada del grupo que consiste en administraciéon intravenosa,
intraarterial, oral, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intraparenquimatosa, mucosa, nasal y rectal.

Lo mas importante, debe reconocerse que el procedimiento terapéutico de acuerdo con la presente divulgacion
proporciona un enfoque eficiente para el tratamiento de la leucodistrofia metacromatica. Por lo tanto, en una
realizacion preferente, el sujeto que recibe tratamiento terapéutico, que incluye la administracién de una formulacion
de arilsulfatasa A, es un sujeto que no recibe ninguno de los siguientes tratamientos previos, concomitante o
después de la administracién de dicha formulacion de arilsulfatasa A:

a) administracion de una formulacion de arilsulfatasa A por via seleccionada de un grupo que consiste en
administracion intracerebroventricular, espinal, intratecal o intracraneal,

b) administracion de un vehiculo para la administracion de la enzima al sistema nervioso central,

c) trasplante de médula 6sea o de células madre de médula 6sea,

d) administracion de células que expresan arilsulfatasa A endogena y/o exdgena,

e) administracion de un medicamento capaz de provocar la apertura o la interrupcion de la barrera
hematoencefalica, por ejemplo tiosulfato sddico, o una solucién hipertonica capaz de aumentar la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica,

f) administracion sistémica o intratecal de células intactas, incluyendo una célula transducida, tal como una célula
autdloga transducida, tal como fibroblastos o linfocitos de sangre periférica transducidos,

g) terapia génica.

La distribucion topografica del almacenamiento de sulfatidos lisosomales en el sistema nervioso central de ratones
deficientes en arilsulfatasa A se describe con detalle en Wittke, D. et al. 2004, Acta Neuropathol 108, 261-271. En el
presente contexto, se observa una reduccién en el almacenamiento de sulfatido dentro del sistema nervioso central,
en particular en los fagocitos, incluyendo células microgliales activadas, neuronas y oligodendroglia. La reduccion de
los niveles de sulfatido dentro del sistema nervioso central se observa principalmente en las células localizadas
dentro de la sustancia blanca o gris dentro de cualquiera de las siguientes regiones: médula espinal, tronco
encefalico, cerebelo, nucleos del prosencéfalo y corteza cerebral.

Ademas de la reduccion de los niveles de sulfatido en las células dentro del sistema nervioso central como se ha
descrito anteriormente, se observa una reducciéon correspondiente dentro del sistema nervioso periférico, en
particular en las células de Schwann.

En una realizacion adicional de la presente divulgacion, la composicion farmacéutica comprende ademas una
solucién hipertonica o se administra junto con una solucién hiperténica para provocar la apertura osmaética de la
barrera hematoencefalica.

La capacidad de la rASA para entrar en una célula diana sobre la membrana celular mientras se mantienen sus
propiedades cataliticas se puede determinar in vitro usando cultivos de células que contienen un sustrato adecuado
para la enzima segun lo descrito por Kudoh y Wenger. J. Clin. Invest. 1982. 70 (1): 89-97. El ejemplo 2 del presente
texto proporciona un ejemplo de dicho sistema modelo y muestra los resultados de la prueba para una preparacion
de rASA obtenida mediante el proceso descrito.

Por consiguiente, un aspecto de la presente divulgacion incluye un sistema modelo que comprende un cultivo de
células de mamifero en el que puede determinarse la degradacion de sulfatidos por ASA exdgena. En un aspecto
preferente de esta realizacion, estas células son fibroblastos derivados de un paciente con LDM vy, por consiguiente,
carecen de ASA funcional enddgena. Sin embargo, es facilmente evidente que otras células que se caracterizan por
una actividad de ASA deficiente y la capacidad de acumular un sustrato detectable de ASA pueden formar la base
de tal ensayo, a continuacion, células genéticamente modificadas para reducir o abolir la expresion y/o la funcién de
ASA. En otro aspecto preferente de esta realizacion, los sulfatidos usados como sustrato en este sistema se marcan
mediante la adicién de un compuesto radiactivo o no radiactivo para la deteccién posterior. En un aspecto mas
preferente, el sustrato de la rASA es palmitoil sulfatido y, en un aspecto igualmente preferente, el sustrato esta
marcado con "“C.

Una realizacién adicional de la presente divulgacion es una preparacion de rASA, que es capaz de reducir el
contenido celular de uno o mas de sus sustratos cuando se analiza en el sistema descrito anteriormente.
Preferentemente, la enzima se afiadira al medio de cultivo a una concentraciéon que varia de 0 a 100 mU/ml y
conducira a una reduccién en los niveles de sustrato intracelular que corresponde, preferentemente, al 20 %, mas
preferentemente al 30 %, aun mas preferentemente al 40 %, aun mas preferentemente al 50 %, aun mas
preferentemente al 60 %, de la forma mas preferente a mas del 70 %.

Un aspecto final de la presente divulgacion proporciona un sistema de cultivo celular continuo como se describe para
el proceso de acuerdo con la presente divulgacion.
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Con respecto a la descripcion anterior de los diversos aspectos de la presente invencion y de las realizaciones
especificas de estos aspectos, debe entenderse que cualquier rasgo y caracteristica descritos o mencionados
anteriormente en relacion con un aspecto y/o una realizacion de un aspecto de la invencion también se aplica por
analogia a cualquiera o todos los otros aspectos y/o realizaciones de la invencion descrita.

Cuando se hace referencia a un objeto de acuerdo con la presente invenciéon o uno de sus rasgos o caracteristicas
en singular, también hace referencia al objeto o sus rasgos o caracteristicas en plural. Como un ejemplo, cuando se
hace referencia a "una celda" debe entenderse que se refiere a una o mas células.

A lo largo de la presente especificacion, la palabra "comprender”, o variaciones tales como "comprende" o "que
comprende”, se entendera que implica la inclusion de un elemento, nimero entero o etapa, o grupo de elementos,
numeros enteros o etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, numero entero o etapa, o grupo de
elementos, nimeros enteros o etapas.

El siguiente texto proporciona un ejemplo de produccion de rASA mediante propagacion celular continua en el
sistema de cultivo y purificacion del producto de acuerdo con las etapas 1 a 5 del procedimiento de purificacion
como se ha descrito anteriormente (ejemplos 1 y 2). La actividad biologica de la rASA purificada se evalta en un
sistema in vitro como se ha descrito anteriormente. Ademas, los efectos de administrar rASA de acuerdo con la
presente invencion in vivo se evallan en una serie de experimentos realizados en ratones ASA (-/-) (defectivos),
también denominados ratones LDM. Los resultados de estos experimentos in vitro e in vivo se proporcionan en los
ejemplos 3 a 6.

Breve descripcion de los dibujos adjuntos

Figura 1: (A) Representacion esquematica del sistema para la propagacion celular continua. (B) Esquema del
proceso de purificacion.

Figura 2: Prueba discontinua de cromatografia de intercambio i6nico de rhASA.

Figura 3: (A) HPLC-cromatograma de rhASA después de la finalizacion de la etapa (V) del procedimiento de
purificacion segun la presente divulgacion. (B) Ampliacion del cromatograma de HPLC de (A).

Figura 4: Aclaramiento de sulfatido en fibroblastos de LDM cargados con sulfatido radiomarcado después de la
incubacion con rhASA durante 24 horas.

Figura 5: Aclaramiento de sulfatido en fibroblastos de LDM cargados con sulfatido radiomarcado después de la
incubacién con rhASA durante 6, 24 y 48 horas.

Figura 6: niveles séricos de rhASA 10 minutos después de la inyeccion intravenosa de rhASA

Figura 7: Analisis in vitro de CHO-rhASA. (A) SDS-PAGE de enzima nativa (-) y desglucosilada (+). Los geles se
tiferon con azul de Coomassie. Las masas de los patrones de proteina (pat) estan indicadas. El tratamiento con
PNGasa F causa un desplazamiento de la banda de ASA debido a la pérdida de carbohidratos ligados a N. (B)
Endocitosis dependiente de M6P de CHO-rhASA por las células BHK analizada mediante ELISA. Las células
BHK se incubaron con 1 ug de CHO-rhASA por ml de medio durante 20 horas en presencia o ausencia de M6P
10 mM. Otras placas se suplementaron con glucosa 6-fosfato (G6P) 10 mM como control. El bloque completo de
endocitosis por M6P indica que las células BHK internalizan CHO-rhASA a través de los receptores M6P. Esto
indica la presencia de residuos de M6P en CHO-rhASA. Los datos se expresan como medias + SD, n = 3.

Figura 8: (A) Analisis MALDI-TOF. La rhASA aislada de las secreciones de células CHO muestra un tamafo
correcto de 57 kDa y la preparacion enzimatica carece de contaminantes importantes. El pico menor a 29 kDa
(ASA/2) representa la molécula doblemente cargada. (B) Analisis MALDI-TOF de CHO-rhASA tratado con una
concentracion baja de PNGasa F. La desglicosilacion limitada produce cuatro productos. Supuestamente
representan rhASA que tiene tres, dos, uno o ningun N-glucano. Por lo tanto, el patron de masa sugiere que los
tres sitios potenciales de N-glicosilacion de CHO-rhASA estan glicosilados.

Figura 9. Farmacocinética de CHO-rhASA después de una Unica inyeccion en la vena de la cola de los ratones
con deficiencia de ASA. Todos los datos se expresan como las medias + SD. (A) Niveles de rhASA en plasma en
la primera hora después de la inyeccion de 20 mg/kg (circulos cerrados, n = 9) o 40 mg/kg (circulos abiertos, n =
11). La concentracion se determind mediante ELISA. (B) Niveles de rhASA en el higado en diversos momentos
después de la administracion de 40 mg/kg. La concentraciéon se determiné mediante ELISA (n = 3). (C) Cinética
tisular de rhASA después de la administracion de 40 mg/kg en rifién (barras abiertas), nervio ciatico (barras
sombreadas) y cerebro (barras cerradas) segun lo determinado mediante ELISA (n = 3). nd— no determinado.
Figura 10: Farmacocinética de CHO-rhASA después de una Unica inyeccion en la vena de la cola de los ratones
con deficiencia de ASA. Todos los datos se expresan como las medias + SD. (A) Niveles tisulares de rhASA 8
dias después de la inyeccion de diferentes dosis de enzimas (n = 5). La concentracion se determind mediante
ELISA para rifién (barras abiertas), plexo braquial (barras cerradas) y nervio ciatico (barras sombreadas). Los
tejidos de ratones de tipo salvaje no tratados y ratones defectivos en ASA tratados de forma simulada se
analizaron como controles negativos. Los homogeneizados de control del nervio ciatico muestran alguna sefial
de fondo inespecifica, ya que los tiempos de incubacion tuvieron que prolongarse para cuantificar la
inmunorreactividad especifica en las muestras nerviosas muy pequefias de ratones tratados. (B) Distribucion
relativa del tejido de rhASA 8 dias después de la inyeccion de 20 mg/kg. La concentracion de rhASA se midié
mediante ELISA y se normalizé en el nivel en el higado (n = 3).
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Figura 11: Aclaramiento de sulfatido de los tejidos después del tratamiento individual de ratones con deficiencia
de ASA con CHO-rhASA. Los niveles de sulfatido (barras cerradas), colesterol (barras abiertas) y esfingomielina
(barras sombreadas) se determinaron mediante TLC y se expresan como las medias de unidades arbitrarias +
SD. Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa para los controles tratados de manera
simulada (prueba t de Student, p <0,05). (A) Analisis de lipidos renales mediante TLC. Los lipidos se extrajeron
de los rifiones de diferentes grupos experimentales y se incubaron en condiciones alcalinas para hidrolizar
fosfoglicerolipidos y ésteres de colesterilo. Los productos de reaccién se separaron mediante TLC, se
visualizaron y se analizaron mediante densitometria. Los volimenes de carga se normalizaron sobre la
concentracion de proteina del homogeneizado de tejido crudo utilizado para la extraccion de lipidos. Se cargaron
cantidades crecientes de colesterol (col), sulfatido (sulf) y esfingomielina (sm) como patrones. (B) Niveles de
lipidos en el rifién en diferentes momentos después de la inyeccion de 40 mg/kg (n = 3). (C) Niveles de lipidos en
el rifién 8 dias después de la inyeccion de diferentes dosis de enzimas (n = 5).

Figura 12: Aclaramiento de sulfatido de los tejidos después del tratamiento individual de ratones con deficiencia
de ASA con CHO-rhASA. Los niveles de sulfatido (barras cerradas), colesterol (barras abiertas) y esfingomielina
(barras sombreadas) se determinaron mediante TLC y se expresan como las medias de unidades arbitrarias +
SD. Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa para los controles tratados de manera
simulada (prueba t de Student, p <0,05). (A) Niveles de lipidos en el cerebro a diferentes tiempos después de la
inyeccion de 40 mg/kg (n = 3). (B) Niveles de lipidos en el nervio ciatico 8 dias después de la inyeccion de
diferentes dosis de enzima (n = 5). (C) Niveles de lipidos en el plexo braquial 8 dias después de la inyeccion de
diferentes dosis de enzima (n = 5).

Figura 13. Niveles de lipidos en (A) rifion (B) cerebro, (C) nervio ciatico y (D) plexo braquial después de la
administracion repetida de 20 mg de CHO-rhASA/kg una vez a la semana. Los ratones defectivos se trataron con
hasta cuatro infusiones de CHO-rhASA. Los controles se trataron de manera simulada con cuatro inyecciones de
tampon. Los niveles de sulfatido (barras cerradas), colesterol (barras abiertas) y esfingomielina (barras
sombreadas) se analizaron 8 dias después de la ultima administracion y se expresan como las medias + SD (n =
3). Los asteriscos indican una diferencia significativa en el nivel de sulfatido en comparacion con los controles
tratados de forma simulada (prueba t de Student, p <0,05).

Figura 14. Almacenamiento de sulfatido en el SNC como se ha demostrado histoquimicamente mediante
incubacion con azul alcian (véase Procedimientos). Secciones gruesas de la corona (100 ym) a través del tronco
encefalico de un raton defectivo en ASA tratado de forma simulada (A, C, E, G) y un raton defectivo en ASA
tratado con la enzima (B, D, F, H). (A, B) Esquema para delinear las regiones que se muestran a mayor aumento
en las microfotografias siguientes. 7n-raiz del nervio facial, CbN-nucleo cerebeloso, icp—pedunculo cerebeloso
inferior, PnC—nucleo reticular pontino, VC—-nucleo coclear ventral, Ve- nucleo vestibular. (C, D) Nucleo del
abducens (6N) y regiones adyacentes. 7g—genu del nervio facial. En el raton tratado de manera simulada se
observa material alcianofilico (sulfatido) en muchas células, de las cuales se pueden identificar los fagocitos y las
neuronas (marcados con triangulos y circulos, respectivamente, en el recuadro). En el raton tratado con rhASA,
el material alcianofilico se observa principalmente en las neuronas. (E, G) y (F, H) Pedunculo cerebeloso inferior
(icp) como ejemplo de un tracto de sustancia blanca. En el ratéon tratado de forma simulada se observan
numerosos fagocitos alcianofilicos grandes, de los cuales solo unos pocos se encuentran en el foco 6ptico en G
(algunos estan marcados por circulos). Los pequefios granulos alcianofilicos pueden estar asociados a
oligodendrocitos que, sin embargo, no pueden identificarse a este aumento. En el ratén tratado con rhASA, el icp
muestra solo pequefas estructuras alcianofilicas que sugieren que los fagocitos que almacenan sulfatido
disminuyen en tamafo y/o nimero. La tincién general de los nucleos cerebelosos y vestibulares en F se reduce,
ya que la alcianofilia esta restringida principalmente a las neuronas y ha desaparecido en gran medida de los
fagocitos. Barras: 500 pymen Ay B; 100 umen Cy D; 200 ymen Ey F; 10 um en G, H y recuadros de C y D.
Figura 15. Almacenamiento de sulfatido en el rifion como se ha demostrado histoquimicamente mediante la
incubacion de laminas de 100 um con azul alcian (véase Procedimientos). (A) Ratdn de tipo silvestre; se observa
una tincion débil en la banda interna de la médula externa (iS-oM), mientras que la banda externa de la médula
externa (0S-oM) y la corteza (C) no estan tefidas. (B, C) Raton defectivo en ASA tratado de forma simulada. Se
observa almacenamiento intenso de sulfatido (material alcianofilico) en los tubulos de la banda interna de la
médula externa; en la banda externa y la corteza, varios perfiles muestran el almacenamiento de sulfatido. (D, E)
Raton defectivo en ASA tratado con cuatro dosis de 20 mg de CHO-rhASA/kg. La corteza esta desprovista de
material alcianofilico. En la banda externa, la tincién se reduce. En la banda interna, la tincién parece no cambiar
en comparacion con el animal tratado de manera simulada. Las barras representan 500 umen A, B, D y 200 p en
C, E. (F-J) Secciones semifinas tefiidas con azul de toluidina. (F, H) Ratén defectivo en ASA tratado de forma
simulada, miembro ascendente grueso (TAL) en la banda externa y los tubulos contorneados distales (DCT) en
la corteza. Las inclusiones citoplasmicas intensamente tefidas corresponden a los lisosomas llenos de sulfatido,
como se ha mostrado previamente (Lullmann—Rauch, R. et al., Histochem. Cell Biol., 116, 161-169). (G, 3) Raton
defectivo en ASA tratado con cuatro dosis de 20 mg de CHO-rhASA/kg, segmentos representativos de la
nefrona correspondientes a los de F y H. El material de almacenamiento se reduce en la TAL y esta ausente de
los perfiles de DCT. G— glomérulo, PT— tubulo proximal. La barra representa 20 pm en F-J.

Figura 16. Efectos funcionales de la administracion repetida con 20 mg de CHO-rhASA/kg una vez a la semana.
(A) Parametros neurofisioldgicos determinados en ratones de tipo silvestre (barras cerradas), ratones defectivos
en ASA tratados de forma simulada (barras abiertas) y ratones defectivos en ASA 6 dias después de la cuarta
inyeccion de CHO-rhASA (barras sombreadas). Los parametros indicados se midieron en la musculatura
intrinseca del pie después de la estimulacion distal del nervio ciatico. Los datos se expresan como las medias *
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SD (n = 7-8). Los asteriscos indican una diferencia significativa (prueba t de Student, p <0,05). (B) Rendimiento
en el cilindro giratorio de los ratones a una media de edad de alrededor de 9 meses (9,2 + 1,1 meses). Se
analizaron los ratones defectivos en ASA (triangulos cerrados, n = 7) los dias 2 y 3 después del tercer
tratamiento con 20 mg de CHO-rhASA/kg. Los ratones de tipo silvestre de edad equivalente (circulos, n = 10) y
los ratones defectivos en ASA tratados de forma simulada (triangulos abiertos, n = 10) se analizaron como
controles en paralelo. Los porcentajes de ratones que fueron capaces de mantener el equilibrio sobre una barra
que gira lentamente durante al menos 4 minutos se determinaron en cuatro ensayos consecutivos. (C)
Rendimiento en el cilindro giratorio de los ratones a una media de edad de alrededor de 12 meses (11,8 + 1,1
meses). También en este experimento, los ratones tratados se analizaron los dias 2 y 3 después de la tercera
inyeccion de 20 mg de CHO-rhASA/kg. Leyenda y tamafios de los grupos como en B, excepto n = 14 para los
ratones defectivos tratados con rhASA.

Figura 17: Presentacion de parametros electrofisiolégicos de estudios sobre la conductividad del motor nervioso.
(Corresponde en parte al panel (A) de la figura 16).

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Propagacion celular continda

Se desarrolla un sistema de propagacion celular continua y un proceso de purificacion de tamafio pequefio o
mediano para rhASA en una escala de columna de 200—400 ml destinada a la produccidon a escala-gran escala
(escala de la columna > 2 ). En la figura 1 se proporciona una representacion esquematica del sistema. La calidad y
la pureza del producto final (rhASA) es muy alta y adecuada para pruebas toxicoldgicas (incluidos las etapas 1-4 + 7)
y, finalmente, también es adecuada para los ensayos clinicos (incluidas todas las etapas descritas). Como se ha
descrito anteriormente, el proceso incluira una etapa de captura, 1-2 etapas de purificacion intermedias, 1 etapa de
pulido, 1-2 etapas de eliminaciéon de virus y 1 etapa de formulacién. También se incluirdan 1 o mas etapas de
intercambio de tampon.

Disefio _experimental: Se prueban varios geles de cromatografia diferentes y se analiza el rendimiento de las
diferentes etapas (con respecto a la eliminacién de los contaminantes, el rendimiento y la pureza) con una bateria de
procedimientos analiticos que se describen brevemente a continuacion.

Procedimientos analiticos

Actividad enzimatica: Ensayo de arilsulfatasa
Concentracién de proteina total:  Andlisis de BCA
Concentracion de rhASA: ELISA de rhASA
Pureza: rpHPLC,

SDS-PAGE

Identidad rpHPLC,
Transferencia de tipo Western rhASA
HCP-ELISA,
Transferencia de tipo Western Proteinas HCP

Nivel de endotoxina De acuerdo con el método 2.6.14 de la Farmacopea Europea (Ph. Eur.) Para la
administracion i.v., el valor aceptable es de 5 Ul/kg/h. Con una dosis maxima de 1
mg/kg/y una concentracion del producto de 5 mg/ml, el limite es de 25 Ul/ml.

Osmolalidad: De acuerdo con el método 2.2.35 de la Ph. Eur. Dado que en la Farmacopea Europea
no se establece un valor aceptable para este producto exacto, el valor (250-350
mOsmol/kg) se define porque se compara con una solucién isoténica de NaCl (0,9 %),
que es bien tolerado in vivo.

Contenido de ADN: Umbral de ADN

pH: De acuerdo con el método 2.2.35 de la Ph. Eur. Dado que no se establece un valor
aceptable en la Farmacopea Europea para este producto exacto. El valor (7,0-8,0) se
define porque es un pH neutro y bien tolerado in vivo.

Recuento bacteriano: Se usara el método 2.6.12 (filtracion en membrana) de la Ph. Eur. para analizar el IPA'y
la sustancia a granel. No existe un valor aceptable establecido en la Farmacopea
Europea para este producto exacto. El valor (< 10 ufc/ml) se define para garantizar una
carga bioldgica minima adecuada antes de la esterilizacion. El producto final para la
administracion i.v. sera estéril y se analizara de acuerdo con el método 2.6.1 de la Ph.
Eur.

Descripcion de los procedimientos analiticos

Ensayo de la arilsulfatasa
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Ademas de sus sustratos naturales, la ASA también puede catalizar la hidrdlisis del sustrato cromogénico sintético,
sulfato de para-nitrocatecol (pNCS), véase la figura. El producto, para-nitrocatecol (pNC), absorbe la luz a 515 nm.
El método se describe en Fluharty et al. 1978, Meth. Enzymol. 50:537-47

Materiales y equipamiento

Espectrofotometro Spectra MAX Plus de Molecular Devices o equivalente.
Cubeta de 1 ml (vidrio o plastico) con 1 cm de longitud de recorrido adecuada para 515 nm.
Placa de microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano.

Sustancias quimicas y reactivos

pNCS- sulfato de p-nitrocatecol (n. ° N-7251, Sigma)

BSA- Seroalbumina bovina Frac. V

NaAc— acetato de sodio trihidrato

Triton X-100

Tris-HCI de calidad de biologia molecular

PBS, pH 7,4 sin Ca?*, Mg?*: 0,20 g/1 de KClI, 0,20 g/l de KH,POQy4, 8 g/l de NaCl,
1,15 g/l de Na;HPO,. Ajustar el pH.

Todos los demas disolventes y sustancias quimicas fueron de calidad para p.a. (Merck)
a. 2X solucion de sustrato de ASA: pNCS 30 mM, 10 % (p/v) de NaCly 1 mg/ml de BSA en NaAc 0,5 M a pH 5,0.
b. TBS, pH 7,5: Tris-HCI 10 mM y NaCl 150 mM en H;O.
c. Solucion de cese de la reaccion: NaOH 1 M

Como muchos aniones y cationes, tales como S04%, PO4%, SOs%, F-, Ag*, Cu?*y Hg?*, son inhibidores de la enzima
en concentraciones en el intervalo milimolar o inferior, la muestra se transfiere a un tampon adecuado (por ejemplo,
TBS) antes de medir la actividad. Esto se realiza mediante dialisis o intercambio de tampdn en una columna de
filtracion en gel (por ejemplo, PD10 de Amersham Pharmacia Biotech).

a. Medicioén de la actividad de ASA en los sobrenadantes celulares

El medio usado se centrifuga (110 x g, 5 minutos) y el sobrenadante se transfiere a un tubo limpio. El tampon se
cambia a TBS mediante didlisis o usando una columna de filtracion en gel.

b. Medicioén de la actividad de ASA intracelular

Las células en suspension se lavan una vez con PBS y, a continuacion, una vez con TBS antes de que se lisen en
0,5 ml de TBS + 0,5 % de TritonX-100 durante 10 minutos, T.A. Después de agitar en vortex, se centrifugan los
lisados (13.200 rpm, 10 minutos) y los sobrenadantes se recogen en tubos limpios.

Como alternativa, las células se resuspenden en TBS y luego se lisan mediante ciclos repetidos de congelacion-
descongelacion.

c. Medicién de la actividad de ASA en muestras en proceso y en el producto final

El tampdn se cambia a TBS antes de que se mida la actividad y se determina la concentracion de proteina en las
muestras usando el kit de reactivo de ensayo de proteina BCA (véase a continuacion).
Para asegurar la linealidad, se busca una absorbancia final entre 0,1 y 2 (véase la referencia 2). Las muestras se
diluyen en TBS si es necesario.
a. A una placa de microtitulacion se afiaden 50 pl de diluyente de muestra (TBS o TBS + TritonX—100) al menos
en duplicados y se usan como blancos.
b. A la placa de microtitulaciéon se afaden 50 ul de muestras o muestras diluidas por duplicado.
c. A cada pocillo se afiaden 50 pl de solucion de sustrato 2X ASA. La placa se sellay se incuba a 37 °C +/- 0,5
°C durante exactamente 30 minutos.
d. La reaccion se detiene mediante la adicion de 50 ul de solucidn de cese de la reaccion (NaOH 1 M) en todos
los pocillos.
e. La lectura previa se realiza utilizando una placa de microtitulacion llena con 0,15 ml de agua MilliQ/pocillo para
corregir los efectos de dispersion. Posteriormente, se mide la absorbancia a 515 nm en 30 minutos utilizando un
lector de placas. La absorbancia medida de la placa de microtitulaciéon a una longitud de recorrido de 1 cm
mediante el uso de una aplicacion llamada Path Check.
f. La absorbancia delta (AA) se calcula restando el valor de la absorbancia del blanco de la absorbancia medida
de cada una de las muestras. El coeficiente de extincién molar (€M) para el producto pNC es 12 400 M-1 cm-1.

Calculos

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2687671 T3

Definiciéon: Una unidad (1 U) de actividad enzimatica se define como la hidrdlisis de 1 pmol de pNCS por minuto a 37
°C,apH5,0.

La siguiente ecuacion se usa para calcular la actividad de la enzima en pmol de pNCS hidrolizado/min x ml (=
Unidades/ml):

Vtat {mil X Ah Unidades/iml (1)

£ /1000 x Ymuestra (ml) x tiempo de incubacién (min)

en la que:

AA = absorbancia de la muestra—absorbancia del blanco

Vtot (ml) = volumen de reaccion total en ml (en este caso, 0,15 ml)

Vmuestra (ml) = volumen de muestra afiadido en ml (en este caso, 0,05 ml)

em = el coeficiente de extincion molar para el producto pNC, que en este caso es 12 400 M cm!

La ecuacioén 1 podria escribirse mas simplificada como:

AA x (0.15 / (12 400/1000 x 0,05 x 30)) =

X umol / ( minuto: X ml) (= Unidadesiml) (1)

Para calcular la actividad especifica en ymol de pNC consumido/(minuto x mg) (= Unidades/mg), divida la ecuacién 1
con la concentracion de proteina de la muestra:

Ec. 1/Conc. de proteina {mg/ml) = Y umol / ( minuto xmg) = Unidades/mg(2)

Analisis de BCA

Se usa un kit de ensayo disponible comercialmente (kit de ensayo Pierce BCA Protein, n.° 23225) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

ELISA de rhASA para la determinacién de las concentraciones de rhASA

El procedimiento es un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la determinacion cuantitativa de
la arilsulfatasa humana recombinante (rhASA) en soluciones, tales como tampones, medio de cultivo celular y suero.
La rhASA se captura en placas de 96 pocillos maxisorp revestidas con la fraccion IgG del antisuero de conejo para la
rhASA purificada por afinidad. La rhASA capturada se detecta con un anticuerpo monoclonal contra rhASA, seguido
de inmunoglobulinas anti-ratén conjugadas con peroxidasa de rabano picante (HRP). La HRP convertira el sustrato
tetrametilbencidina (TMB) en un producto de color azul, que se vuelve amarillo al acidificarse. La absorbancia se
mide a 450 nm y se usa una curva estandar a partir de concentraciones conocidas de rhASA para calcular las
concentraciones de rhASA de las muestras.

Equipo

Espectrofotometro para placas, es decir, Spectramax Plus, Molecular Devices con software SOFTmax PRO para los
calculos

Lavadora de placas

Agitador de placas

Pipetas; de un canal y de multiples canales

Materiales

Placas Maxisorp de 96 pocillos

Cinta de sellado
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Reactivos

Tampén de recubrimiento

Solucion salina tamponada con Tris (TBS): Tris-HCI 10 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4.

Tampén de lavado

TBS (tampon de recubrimiento) se complementa con 0,1 % de Tween-20.

Se afiade 1 ml de Tween-20 a 1 litro de TBS.

Tampédn de bloqueo

Tampon de bloqueo SuperBlock en TBS (Pierce).

Tampon de diluciéon

Se afiaden 10 ml de tampdn de bloqueo a 90 ml de TBS (tampdn de recubrimiento).

Inmunoglobulinas policlonales contra rhASA

El medio de células CHO-rhASA se purifica por afinidad en una columna con anticuerpo monoclonal frente a rhASA
(5,7) reticulado a la Proteina A. Se inmuniza a los conejos con rhASA purificada por afinidad (DAKO) y se verifica
que los antisueros reaccionan con rhASA con transferencia de tipo western. El antisuero de conejo se purifica en
una o mas columnas de proteina G HiTrap.

La fraccion de IgG se almacena en 50 % de glicerol, Na-Pi 10 mM, NaCl 75 mM, a pH 7,2 a 4 °C. La concentracion
de proteina es de 1,25 mg/ml, determinada con el kit de ensayo de proteina BCA.

Patron de rhASA

Como patrén se usa rhASA purificada, lote M0208 El patrén se purifica a partir del sobrenadante de células CHO-
rhASA con tres etapas de purificacion consecutivas, DEAE sefarosa, HIC octil sefarosa y Mustang Q.

La reserva se almacena en un 50 % de glicerol, Tri-HCI 10 mM a pH 7,5 a 4 °C. La concentracion, determinada con
el kit de ensayo de proteinas BCA, se estima en 100 pg/ml.

Anticuerpo monoclonal frente a rhASA

El sobrenadante de un hibridoma productor de anticuerpo monoclonal frente a rhASA (mab) (19-16-3 del
Prof.Gieselmann, Bonn) se purifica en una columna de proteina A HiTrap.

El mab se almacena a -20 °C en Na-Pi 20 mM, NaCl 0,145 M, a pH 7,2 (PBS) suplementado con azida sddica al
0,02 %. Una porcion de trabajo se mantiene a 4 °C durante 6 meses.

Inmunoglobulinas anti-HRP de ratén

Las inmunoglobulinas de cabra anti-raton conjugadas con peroxidasa de rabano picante y aisladas por afinidad se
adquieren en DAKO (P 0447) y se almacenan a 4 °C.

Sustrato de TMB.

El sistema de sustrato de una etapa que contiene 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) se adquiere en DAKO (S 1600)
y se almacena a 4 °C.

Solucién para el cese de la reacciéon

H.SO. 1M

Procedimiento

Recubrimiento

La reserva de IgG policlonal anti-rhASA se diluye a 1: 1000 en TBS a 1,25 yg/ml y se afiaden 100 pl/pocillo a la
placa maxisorp de 96 pocillos. La placa se incuba durante la noche a temperatura ambiente y se lava dos veces con

~250 pl de tampon de lavado.

Bloqueo
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Se afiaden 200 pl de tampdn de bloqueo por pocillo antes de la incubacién a temperatura ambiente con agitacion
durante al menos 15-60 minutos.

Captura de rhASA

Se afiaden 100 ul de tampon de dilucidn a todos los pocillos.

Patrén de rhASA: La solucion madre patron de rhASA se diluye 2.000 veces en tampon de dilucion por triplicado a
50 ng/ml. Los triplicados de 100 pl del patrén se transfieren a la placa de 96 pocillos y se preparan diluciones por dos
en serie.

Muestras: Las muestras se diluyen por triplicado en tampdn de dilucién a una concentracion estimada de rhASA de
alrededor de 25 ng/ml. Se transfieren 100 yl de cada muestra a la placa de 96 pocillos. Se preparan 2-8 diluciones
por dos en la placa.

La placa se incuba durante 100-140 minutos a temperatura ambiente y con agitacion, y, posteriormente se lava
cuatro veces con ~250 ul de tampon de lavado.

Deteccién con anticuerpo monoclonal

El anticuerpo monoclonal (mab) frente a rhASA se diluye a 1:2000 a 185 ng/ml en tampén de dilucion y se afiaden
100 pl a cada pocillo. La placa se incuba durante 70-120 minutos a temperatura ambiente con agitacion y
posteriormente se lava cuatro veces con ~250 ul de tampén de lavado.

Deteccion de mab en complejo con IgG anti-raton-HRP

La IgG anti-raton-HRP se diluye de 1:2000 a 500 ng/ml en TBS (tampdn de recubrimiento) y se afiaden 100 ul a
cada pocillo. Las placas se incuban durante 70-120 minutos a temperatura ambiente y con agitacion y
posteriormente se lavan cuatro veces como anteriormente.

Desarrollo de color

Se afade sustrato TMB (100 pl) a cada pocillo y las placas se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente
sin agitacion. La reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl/pocillo de HSO4 1M (para detener la solucién) y se mide la
absorbancia a 450 nm con la lectura final en el espectrofotdmetro de placas.

Evaluacion

Las concentraciones de rhASA se calculan utilizando el software SOFTmax PRO (...) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

La parte lineal de la curva patron se representa mediante regresion lineal y la concentracion de muestras
desconocidas se lee a partir de la curva patron.

HPLC de fase inversa para el andlisis de rhASA

La pureza de la arilsulfatasa A (rhASA) se determina mediante HPLC de fase inversa, controlando la absorcion de
UV a 220 nm. La elucién se obtiene con una concentracion creciente de modificador organico (acetonitrilo) en la fase
movil. Los tiempos de retencion para rhASA y otros componentes en la muestra dependen de su capacidad para
adsorber y desorber a la fase estacionaria no polar, que, a su vez, depende de factores tales como la conformacion,
hidrofobicidad y secuencia de la proteina.

Materiales y equipamiento
Sistema de HPLC Hewlett Packard modelo 1090 equipado con un sistema de bomba terciaria, autoinyector
automatico, detector de matriz de diodos, controlado por HP Chemstation version A.06.03. Se pueden usar sistemas

de HPLC equivalentes siempre que la prueba de idoneidad del sistema verifique un rendimiento adecuado.

Filtro para la concentracién de la muestra: Centriplus YM-30, Millipore corp.

Columna analitica: Zorbax 300SB-C18, 2.1 * 150 mm de 5 micrometros, Rockland Technologies Scientific, Inc.
Filtro en linea: Filtro en linea A-102Xy cartucho de filtro en linea 1*1 mm, Upchurch Scientific, Inc.

Filtro para la preparacién de muestras: Whatman Anatope 10 LC
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Sustancias quimicas y reactivos

Agua Milli-Q, agua de calidad HPLC o equivalente

Acetonitrilo, UV lejano, calidad de HPLC (VWR, LiChrosolve o equivalente)
Acido trifluoroacético (TFA), 10 ampollas de 1 g (Pierce)

Base Tris de calidad p. a. (Angus o equivalente)

Cloruro de guanidinio de calidad p. a. (de calidad bioquimica VWR o equivalente)
Fase movil A: Disolver 1 ampolla de TFA (1 g) en 1 litro de agua Milli-Q

Fase movil B: Disolver 1 ampolla de TFA (1 g) en 1 litro de acetonitrilo

Diluyente de muestras: Tris-HCI 20 mM, pH 7,5

Solucion de limpieza de columnas 1: Isopropanol al 50 % de calidad p.a. en agua
Solucion de limpieza de columnas 2: Cloruro de guanidinio 6M

Patron de rhASA (purificado en una columna de mab frente a ASA/proteina A Sepharose. Informado en el resumen
experimental de n.° de exp. M-6). Si no se dispone de rhASA purificada por afinidad, se pueden usar muestras de

menor pureza del esquema de purificacién de rhASA como patron.

Todas las demas sustancias quimicas y reactivos fueron de calidad p.a.si no se indica lo contrario y se adquirieron

en las fuentes comerciales habituales.

Procedimiento

Condiciones instrumentales

Composicién de la fase movil A Agua, 01 %deTFA
B Acetonitrilo (AcN), 0,1 % de TFA
Caudal 0,2 m/mn
Temperatura: +10 °C
Volumen de inyeccion de la muestra:
Extracto bruto 20 pl (si esta concentrado a 0,3 mg/ml)
Muestras en proceso: 20 pl (si esta concentrado a 0,3 mg/ml)
Muestras purificadas por afinidad: 5l (si 1,0 mg/ml)
Gradiente:
Tiempo (min) % deA %deB
1,00 70 30
10,00 40 60
15,00 5 5
20,00 5 95
25,00 70 30
30,00 (después 70 30
del tiempo)

Lavado de columna (realizado cada 52 inyeccion):

Inyeccion de 25 pl de isopropanol al 50 % (calidad p.a.) como muestra y un ciclo del gradiente indicado

anteriormente para limpiar la columna.

Preparacion de la muestra y el patron

Las muestras de rhASA con una concentracion de proteina inferior a 100 yg/ml se concentran en un dispositivo de
filtro de centrifuga Centriplus (modelo YM-30, Millipore Corp.).

El producto retenido obtenido se ajusta a una concentracion de proteina de 1,0-0,3 mg/ml con Tris-HCI 20 mM a pH
7,5y se filtra a través de un filtro de 0,22 uym para eliminar cualquier particula y proteinas que hayan precipitado. En
el caso de pequerfios volumenes de muestra, la filtracion puede reemplazarse por centrifugacion a 10.000 g durante
10 minutos.
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Cromatografia

Las muestras se cargan y se pasan por el cromatoégrafo mientras la temperatura se mantiene baja (+ 8 °C) si es
posible.
Integracion y célculo de pureza

El area bajo la curva medida a 220 nm para el pico de rhASA se calcula y se relaciona con el area integrada total. La
pureza se indica como el porcentaje de rhASA de proteina total. Usar los parametros de integracion en el apéndice
(disefiado para el software Hewlett Packard/Chemstation Agilent 06.03) como base para la integracion. Como la
integracion del pico principal de la rhASA no siempre es 6ptima con los parametros de integracion preestablecidos,
puede ser necesaria la integracion manual. Diferentes softwares de HPLC también pueden requerir diferentes
parametros de integracion, que deben probarse individualmente para cada sistema.

Evaluacion

Identidad: La retencion del pico principal de la muestra debe ser de = 0,5 minutos en comparacion con el patrén de
rhASA.

Pureza: La pureza de la muestra se determina comparando el area integrada del pico principal en comparacion con
el area integrada total. La pureza se indica como el % de datos brutos del pico principal (rhASA)

Los archivos de los datos brutos se almacenan en un servidor o en discos CD-ROM.
Apéndice

Parametros de integracion

Los parametros de integracion dependen mucho del instrumento y del sistema, y deben evaluarse para los
diferentes sistemas utilizados. Los siguientes parametros de integracion estan optimizados para el software HPLC
Agilent/Hewlett Packard ChemStation version 06.03.

Acontecimiento Valor Tiempo
Sensibilidad de la 10,0 inicial
pendiente

Anchura del pico 02 inicial
Rechazo del area 5.0 inicial
Rechazo de la 1,0 inicial
altura

Deteccién de descenso inicial
resaltos

Integracion DESACTIWADO 0,000
Integracién ACTIVADO 5,000

Esquema de propagacion celular continua

La propagacion continua de células de mamifero se ha desarrollado en biorreactores B. Braun de 5 | equipados con
dispositivos de retencion celular Bio-Sep de AppliSens. El principio del proceso se presenta esquematicamente en la
Figura 2. Las células de mamifero son células capaces de amplificacion y produccion de proteinas extrafias como un
cultivo de suspension en biorreactores o fermentadores a gran escala.

Durante el desarrollo del proceso, la linea celular se mantiene y se propaga en medio Excel 302 (numero de
catalogo 81045 de JRH Biosciences). Este es un medio libre de suero, que esta desprovisto de proteinas de origen
animal o humano. Ademas, el medio, que no contiene rojo fenol, se complementoé con factor de crecimiento similar a
la insulina 1 (IGF-1) y con glucosa. La concentracion de glucosa se controla y ajusta a niveles éptimos durante el
proceso.

La ASA humana recombinante producida por el proceso de cultivo continuo en el biorreactor de 5| de B. Braun se
expresa actualmente en células CHO DG44. La amplificacion de las células CHO después de la descongelacion se
inicia en matraces Ty, después, las células se transfieren a matraces giratorios. Antes de dividir e inocular el cultivo
del biorreactor, el cultivo de centrifugacion tiene una densidad celular de 1,3 10° células/ml con una viabilidad del 96
%.

En preparacion para el proceso de cultivo, las células se transfieren desde los matraces giratorios a los
biorreactores. Los datos sobre las densidades celulares en el biorreactor antes y después de la inoculacion se
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pueden deducir de la tabla 1 a continuacion. También se indican los valores iniciales tipicos de viabilidad, glucosa,
agitacion, pH, pO- y temperatura.

Cuando se propagan y mantienen como se ha descrito anteriormente, las células no se agrupan y se propagan y
producen como cultivos en suspension.

Parte de la propagacion, el mantenimiento y la produccién del cultivo CHO DG44 es la cosecha de 1 a 4 volimenes
de reactores de medio al dia. Para compensar la cosecha, el cultivo se complementa con la misma cantidad de
medio fresco al dia.

El proceso de cultivo continuo puede mantenerse durante un periodo de mas de 500 horas y es preferible una fase
de produccion de 2 semanas o mas. Para aumentar el rendimiento, es deseable bajar la temperatura de 37 °C a 32—
35 °C una vez que se alcanza la meseta de la fase de produccion. Se obtienen valores de densidad celular en y por
encima de 1,2 x 107 células/ml y se demuestran productividades superiores a 3,0 pg/célula/dia, lo que da como
resultado > 20 mg de rhASA/l en este sistema. Durante el proceso, los parametros: glucosa, lactato, glutamina,
amonio y la osmolaridad se miden y controlan.

Tabla 1: Parametros principales para el sistema de cultivo celular. La eficiencia de la retencion celular (CRE) es una
medida, indicada como un porcentaje, de la eficacia con la que el dispositivo de retencion celular separa las células
del medio y las devuelve al recipiente de cultivo. El sangrado es una recolecciéon deliberada de un medio que
contiene células. El parametro diferencial integral proporcional (PID) es relevante cuando se controla la forma en que
un proceso alcanza y mantiene puntos de referencia definidos. El estado de produccién estable es un conjunto de
parametros del proceso, elegidos porque se cree que respaldan una produccion optima. El objetivo es mantener el
proceso en estos parametros durante un periodo mas largo, el estado de produccion estable y el producto de
cosechas 10 durante este periodo. El cultivo celular se realiza en un medio sin suero y con la adicién de menos de 1
mg/l de proteinas humanas recombinantes con un peso molecular de menos de 10 kDa.

Parametros Valores
Volumen 1000 ml, 5000 mi, 151
1001, 4001, 7001
Agitacion 100 — 165 rpm
Temperatura 37° (reducira 32 °C - 35 °C)
Tasa de recirculacién 3 a 4 veces la velocidad de perfusicon
Parametros de separacion CRE por encima del 95 %
Sangrado 0-10 % del volumen del biorreactor al dia
Glucosa 2-4 gll
Lactato 013-50g/
Oxigenacion Pulverizacion de oxigeno puro + ajustes del parametro PID
pO; 30-40 %
Velocidad de perfusion Hasta 4 vol/dia

Viabilidad celular en la inoculacién =03 %
Viabilidad celular en la fase de =90%

produccion

Densidad celular en la inoculacion 3,6 X 105 células/ml

Densidad celular 10-14 X 108 células/ml durante la produccién
Produccion de ASA especifica 1,5 —3,0 pg/célula/dia

Rendimiento de proteinas por =170 mg/dia (volumen en reactorde 5 1)
biorreactor al dia

=1 g/dia (volumen en reactor de 100 1)
pH 68+73
Estado de produccion estable Pendiente de definir

Esquema del proceso de purificacion

Aclaracion y reduccion de virus

Se aclaran 20 | de medio (actividad de ASA en el intervalo de 0,3—1,5 U/ml) a través de una secuencia de filiros de
profundidad de Millipore (Polygard D5 5 ym + Opticap FF y Opticap 0,45 um). Para la reduccion de virus, se afiade
Tween 80 a una concentracion final de 1 % y se deja al menos 30 minutos (durante la noche también es posible) a +
4°C,

Aplicacion a la produccion en un biorreactor de 15 |: ~300 | (1-2 U/ml) cosecha/cultivo (36 dias). ¢ Cuantos filtros se
necesitan? Sugerencia: Aclarar cada tres dias durante la perfusion, 45 Iffiltracion. Aplicacién a la produccién en un
biorreactor de 100 I; ~2000 | de cosechalcultivo. 300 Iffiltracion.
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Concentracion/Diafiltracion con filtracion de flujo tangencial (TFF)

El filtrado se concentra 10-20 veces en volumen usando TFF a presion transmembrana (TMP) de 15 psi en un
sistema Sartoflow con un marco de Sartorius (Sartorius). Se usa un tamiz Millipore Biomax de 30 kDa de tipo A con
0,1 m? de area. Después de la concentracion, la diafiltracion se realiza frente a Tris-HCI 20 mM a pH 7,5 o frente a
tampon de fosfato de sodio 10 mM (tampdn estandar), a pH 7,5, aproximadamente 2 volimenes hasta que la
conductividad es de aproximadamente 4 mS/cm. Finalmente, el medio se filtré a través de un filtro Opticap de 0,45
pm.

Ejemplo: Para 20 | de filtrado (cosecha aclarada) se usa una membrana de 0,1m?2. El rendimiento esperado es 90-
100 %.

Aplicacion a la produccion en un biorreactor de 15 I: Concentrar totalmente ~ 300 | de filtrado a ~ 15 | (20-40 U/ml) y
cambiar 2 volimenes de tampdn. Sugerencia: TFF cada 6 dias durante la perfusién. Concentrar 90 | a 4,5 |, 3-4
veces por cultivo.

Aplicacion a la produccion en un biorreactor de 100 I: 2000 | a 100 | y cambiar 2 volimenes de tampon. Concentrar
3001 a 151, 3-4 veces/cultivo.

Etapa 1: Etapa de captura—DEAE sepharose FF (Amersham Biotech)

La muestra de la etapa 1 (que corresponde a 50.000 U de actividad total) se aplica sobre una columna de DEAE-
sefarosa de 800 ml empaquetada en una columna de 70 mm de diametro (Pharmacia Index 70/500) equilibrada con
tampon estandar. El caudal es de 80-120 cm/h. La proteina unida al gel de DEAE se lava con 2-3 volimenes de
columna (VC) de tampdn estandar, seguidos de 2-3 VC de NaCl 0,1 M en tampdn estandar.

La rhASA se eluye con 3-4 VC de NaCl 0,3 M en tampon estandar. Las fracciones que contienen actividad de rhASA
se combinan y se usan para una purificacion adicional. El rendimiento normal es del 90 % y la pureza de
aproximadamente 30-40 %.

Para la produccién a gran escala, la etapa de captura se realiza, preferentemente, utilizando la tecnologia de
Adsorcién de lecho expandido—-STREAMLINE DEAE

Se equilibra un STREAMLINE DEAE en una columna Direct STREAMLINE con tampdn de fosfato sédico a pH 7,1+
manitol 200 mM (concentracion final). La resina se expande a 3 veces el volumen del lecho sedimentado (VLS). La
muestra que contiene arilsulfatasa A se mezcla, preferentemente en linea, con manitol 300 mM, 1: 1, y se aplica en
la columna. Como alternativa, la muestra se agita continuamente con un centrifugador superior después de la
mezcla. La conductividad es ~7 mS/cm. La resina se lava con 2 VLS de tampon de equilibrio, seguido de 8 VLS de
tampon de fosfato de sodio a pH 7,1+ NaCl 0,06 M. y la rhASA se eluye con 8 VLS de tampdn de fosfato de sodio a
pH 7,1+ NaCl 0,35 M y se recogen 4-6 VLS.

El flujo es ascendente y 300 cm/h.

El rendimiento estimado es del 95 % y la pureza estimada es del 30-40 %.

La capacidad es de 80 U de ASA (~1 mg)/ml de adsorbente.

CIP de inmediato.

Aplicacién a la produccién en un biorreactorde 51y 15 [:

1,4 | de columna STREAMLINE Direct 95/1,0 = altura del lecho sedimentado 20 cm (~ 60 cm expandido). La
cosecha se carga dos veces a la semana. Para un biorreactor de 15 |, la carga corresponde a 135y 180 L después
de la dilucioén. El grupo de 5,5-8 | de rhASA se eluye en cada ciclo.

Limite de capacidad de la columna: 80 U/ml de adsorbente. Carga maxima de rhASA en 1,4 | de adsorbente = 112
000 unidades (~ 1,4 g de rhASA), que corresponde a una cosecha maxima de 1,2 U/ml (15 mg/l si la actividad
especifica es de 80 U/mg) en la cosecha de un grupo de 4 dias y max. 1,7 U/ml (21 mg/l) de un grupo de 3 dias.

Aplicacién a la produccién en un biorreactor de 100 I:

12,3 | de Columna STREAMLINE Direct 280 = altura del lecho sedimentado de 20 cm (~60 cm expandido).

La cosecha se carga dos veces/semana, lo que corresponde a una carga de 900 y 1200 | después de la dilucion.

El grupo de 50-70 | de rhASA se eluye en cada ciclo.

Capacidad: 984 000 U corresponde a 1,6 U/ml (20 mg/ml) en la cosecha de un grupo de 4 dias y 2,2 U/ml (27
mg/ml) en un grupo de 3 dias.

Cuando se utiliza una altura de lecho de 30-50 cm y 15,4-30,8 | de adsorbente, la capacidad es de 1,2-2,5 10° U,
que corresponde a 2,0-4,1 U/ml (grupo de 4 dias) y 2,7-5,5 U/ml (grupo de 3 dias).

El reemplazo de la cromatografia aniénica convencional (DEAE sepharose FF) con tecnologia de adsorcion de lecho

expandido se ve favorecida para la produccion a gran escala, ya que hace que la concentracion/diafiltracion previa
con filtracion de flujo tangencial (TFF) (etapa 1) sea redundante.
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Etapa 2: Etapa intermedia 1-Butil Sepharose FF (Amhersam Biotech)

El grupo de muestras de la etapa 2 se mezcla a 1:1 con Na;SO. 1,0M en tampdn estandar y se aplica sobre 800 ml
de octil Sepharose empaquetado en una columna de 70 mm de diametro (Pharmacia Index 70/50) equilibrada con
tampodn estandar + Na;SO4 0,5 M. El caudal es de 60 a 120 cm/h. La columna se lava con 1-2 VC de tampoén de
equilibrio, seguidos de 1-2 VC de acetato de Na 1,8 M en tampén estandar a pH 7,5. La rhASA se eluye con 1,5-3
VC de acetato de Na 0,9 M en tampon estandar a pH 7,5 y las fracciones que contienen actividad se combinan y se
usan para purificacion adicional. El rendimiento normal es del 90 % y la pureza del 70-87 %.

Como ejemplo, la muestra de la etapa 1 correspondiente a 53 000 U de actividad de arilsulfatasa analizada maxima
se aplica en una columna de Butil Sepharose 4FF de 600 ml (empaquetada en una columna Pharmacia Index
70/50). La capacidad es de 100-300 U/ml de gel.

Aplicacién a la produccién en un biorreactor de 15 |: El volumen de la columna HIC es de 1,1-3,5 |. Tres fracciones
eluidas de la etapa 1 se mezclan con 33-50 | de Na;SO4 1M y se carga dos veces por cultivo en biorreactor. Se
eluyeron/pasaron 11 1 (o0 3,5 I) del grupo de rhASA. Con la condicion de que la rhASA eluida pueda almacenarse sin
riesgo de contaminacion por bacterias, los dos ciclos en HIC podrian intercambiarse por un solo ciclo en una
columna mas grande, seguida de una sola etapa.

Aplicacion a la produccién en un biorreactor de 100 I: ~25 (o 8) | de columna.

Etapa 3: concentracion y diafiltracion con TFF

El grupo de muestras de la etapa 3 se concentra a aproximadamente 1 mg/ml con TFF contra un tamiz Biomax A de
30 kDa. La diafiltracion se realiza frente a 3-5 volumenes de acetato de Na 20 mM, a pH 5,4-5,7. El rendimiento
normal es del 90-100 % y la pureza es la misma que en la etapa anterior. Como alternativa, la mezcla se concentra
a ~4 mg (proteina total)/ml y el tampdn se cambia a fosfato de sodio 2 mM, a pH 7,5 mediante 6 volimenes de
diafiltracion. La diafiltracion se realiza a presion transmembrana (TMP) de 15 psi con el tamiz A Biomax de 30 kDa,
membrana de poliétersulfona (Millipore). El rendimiento es del 90-100 % y la pureza es igual que en la etapa 4.

Aplicacion a la produccién en biorreactor de 15 | Concentrar de ~ 11 1 a ~ 2 | y cambiar el tamp6n con 6 volimenes
de Na-Pi 2 mMa pH 7,5. Dos veces/cultivo.

Aplicacién a la produccién en un biorreactor de 100 I: Concentrar de ~80 | a ~16 .

Opcionalmente, la concentracion y la diafiltracién son precedidas por una inactivacion viral con Tween-80: La
fraccion eluida de la etapa 2 se mezcla con Tween-80 (C1sH124026) a una concentracion final de 1 % y se deja
durante al menos 1 hora.

Etapa 4: Etapa de pulido

Membrana Mustang-S o Blue Sepharose (etapa pasiva) + membrana o intercambio anidnico (etapa activa)

Breve descripcion: Una membrana Mustang-S o Blue Sepharose se acopla en serie a un intercambiador aniénico de
alta resolucién (por ejemplo, Source-Q de Amhersam Biotech o membrana Mustang Q). Las columnas se equilibran
con > 10 VC de acetato de sodio 20-100 mM a pH 5,4-6,0. El grupo de muestras de la etapa 4 se carga en las
columnas después del ajuste del pH mezclando 1: 1 con NaAc 0,1 M a pH 5,6 (rhASA pasara a través de la
membrana Mustang-S/Blue Sepharose y se capturara en el intercambiador aniénico de alta resolucion). La
membrana Mustang-S/Blue Sepharose se desacopla y el intercambiador anidnico de alta resolucion se lava con 2-10
VC de acetato de sodio 20—-75 mM a pH 4,8.

El intercambiador aniénico se reequilibra con > 10 VC de Tris-HCI 20 mM a pH 7,5 (tampon estandar) o, como
alternativa, con 10 volimenes de columna de tampén de Na-Pi 10 mM, a pH 7,5. La columna se lava con NaCl 0,1M
en tampon estandar o, como alternativa, con NaCl 0,06 M en Na-Pi 10 mM, a pH 7,5 y se eluye con un gradiente
lineal de NaCl 0,1-0,3 M en tampdn estandar o, como alternativa, con un gradiente de NaCl 60-500 mM en Na-Pi a
pH 7,5. Las fracciones de rhASA activa se recogen.

El caudal es de 100-120 cm/h, el rendimiento estimado es del 90 % y la pureza del 98-100 %. Capacidad > 40 mg/ml
para Blue Sepharose y ~ 30 mg/ml para Source 30Q.

Aplicacion a la produccion en un biorreactor de 15 I: Se pasan por Blue Sepharose de 200 ml y una columna Source
30Q de 300 ml dos veces/cultivo. Cargar el grupo de 4 después de bajar el pH por dilucion 1:1 con NaAc 0,1 M a pH
56=41.

Aplicacion a la produccién en un biorreactor de 100 I: ~ 1,3 | de Blue Sepharose y 2 | de Source 30Q, dos
veces/cultivo.
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Etapa 5: Etapa de filtracién de virus

La filtracion de virus se realizara en el grupo de productos de la etapa 5 usando un filtro estéril de 0,1 micrémetros
seguido de un nanofiliro DV 20 de Pall con una presién constante aplicada de 20-50 psi. El caudal estimado en la
escala del proceso es de 25 I/h.

Como alternativa, se podria aplicar 1 % de Tween 20 u 80 al sobrenadante (tiempo de contacto 30-60 minutos)
antes de la primera etapa de concentracion y diafiltracion (etapa 1).

Etapa 6: Etapa de diafiltracion/formulacion

Se realiza filtracion de flujo tangencial (TFF) contra un tamiz Millipore Biomax de 30 kDa de tipo A contra 5-10 x
volumenes de tampdn de formulacién. Los tampones de formulacién mas probables se presentan a continuacion

Tampon de formulacion 1.

Na;HPQO, 3,50-3,90 mM
NaH.PO, 0-0,5mM
Glicina 25-30 mM
Manitol 230-270 mM

Agua para inyectables (WFI)

Tampon de formulacion 2.
Trnis—HCI 10 mM

Glicina 25-30 mM
Manitol 230-270 mM

Agua para inyectables (WFI)
Tampdn de formulacion 3.

Na,HPO, 3,50-3,90 mM
NaH,PO, 0-0,5 mM
Glicina 25-30 mM
Manitol 230-270 mM

Agua para inyectables (WFI)

El pH y la osmolalidad en ambos tampones de formulacion se equilibraran a 7,5 + 0,2 y 300 + 50 mOsm/kg,
respectivamente. La concentracion de proteina final debe ser de acuerdo con la especificacion (> 5 mg/ml).

Etapa 7: Formulacién, carga

Formulacion y forma de dosificacion

En el desarrollo de la forma de dosificacion, la estabilidad de la rhASA es un factor importante a considerar. En la
actualidad, todos los datos de estabilidad apuntan hacia una solucién acuosa estable. El polvo liofilizado es
actualmente nuestra estrategia de respaldo.

Las opciones en este momento son los dos tampones de formulacién diferentes que se describen en la etapa 7:
Tampon de formulacion 1y 2.

Ambas formulaciones son conocidas por estabilizar las proteinas en soluciones acuosas asi como en polvos
liofilizados. El pH y la osmolalidad en ambos tampones de formulacién se equilibraran a 7,5 + 0,2 y 300 + 50
mOsm/kg, respectivamente. La concentracion de proteina final debe ser de acuerdo con la especificaciéon y en el
intervalo de 5-20 mg/ml.

La carga de rhASA se realizara en una unidad de produccion de acuerdo con la practica GMP de la UE y en una
sala clasificada como DE Clase A. Durante la produccion, la zona de carga se controla con recuento de particulas y
placas de sedimentacion. El personal es formado regularmente de acuerdo con las GMP de la UE y se controla
después de cada produccion con impresiones de guantes. La esterilidad del equipo y los materiales se aseguran
mediante procedimientos de esterilizacién validados.

Conclusion
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El proceso de purificacion descrito consiste en 7 etapas y se producen dos sublotes por cultivo en biorreactor. El
rendimiento global es del ~60-70 %. La pureza es de al menos un 95 %. El contenido de proteinas de la célula
huésped debe ser < 200 ng/mg con un valor objetivo < 100 ng/ml. Para reducir ain mas las HCP, puede ser
necesario reducir el rendimiento para la etapa intermedia la de pulido.

Tabla 2: Diagrama de flujo del proceso de purificacion.

Etapa Andlisis en proceso Tiempo de reposo a +5 °C de producto
de la etapa
Recoleccion 42 ~ 4 dias
1. Captura:EBA 42 30 dias
2_Intermedia: Butil Sefarosa 42 CMC-A280 nm Al menos durante la noche
3. TFF 42, CMC-A280, 38 Al menos 15 dias
4. Pulido: Blue+ Source Q 42, CMC-AZ280, 38 30 dias
5. Filtracion de virus 42, CMC- A280 30 dias
6. TFF, sustancia 42, 34 ofy CMC-A280, 358, LAL, Estable
farmacologica a granel recuento bacteriano, pH, osmolalidad,
CMC—HCP ELISA
7. Carga Pendiente de decidir 42, 34 o/y CMC- Estable

AZ80, 38, LAL. recuento bacteriano,
osmolalidad, HCP ELISA CMC

Tabla 3: Procedimientos analiticos

MN.¢ de Dora Procedimientos de analisis
34 Determinacion de proteinas de rhASA mediante el kit de ensayo de proteinas BCA Protocolo
de placas de microtitulacién o DO
CMC-A280 Determinacion de proteinas, DO a A280 nm
35 Analisis SDS-PAGE de arilsulfatasa A humana recombinante (rhASA)
38 Analisis HPLC de fase inversa de arilsulfatasa A humana recombinante (rhASA)
9213 Cuantificacién de la composicién de carbohidratos de las glicoproteinas mediante HPLC de
fase inversa con deteccion de fluorescencia
40 Transferencia de tipo western de SDS-PAGE para analisis de las proteinas de las células
huesped CHO
43 Método de ELISA para la determinacion de las proteinas de las células huésped CHO
CMC-HCP Método de ELISA para la determinacion de las proteinas de las células huésped CHO/CMC
ELISA
42 Ensayo enzimatico para analizar la actividad de arilsulfatasa A, ASA Protocolo de placas de
microtitulacion
28 Método de ELISA para la determinacion de las concentraciones de arilsulfatasa A humana

recombinante (rhASA)

Tabla 4: Andlisis realizado en Zymenex

M.% de Dora
1,1.1,1.1 Cuando
9213 Tras la etapa 6 o después, ocasionalmente
43 Tras la etapa 6 o después, ocasionalmente
40 Tras la etapa 6 o después, ocasionalmente
35, 28 Tras uno ocasional

Procedimientos de limpieza in situ (CIP):

Etapa 1: STREAMLINE DEAE: Flujo ascendente, 100 cm/h inmediatamente después de cada ciclo. 8-10 VLS de
NaCl 1 M, 5 VLS de NaOH 1 M para desechar, después, recirculaciéon > 6 h, H20, acido citrico/HAc si es necesario.
Almacenar 20 % de EtOH.

Etapa 2 Butil Sepharose: Flujo ascendente,~30 cm/h. Después de cada ciclo de CIP en flujo invertido con 1-2 VC de
H>0, 1-2 VC de NaOH 1 M (40 min de tiempo de contacto), 1-2 VC H2O y 1-2 VC de 20 % de EtOH. Almacenar en
20 % de EtOH.

Etapas 3 y 6 Membrana TFF, Biomax de 30 kDa: Lavar con agua destilada, seguido de NaOH 0,5 M y, después,
NaOH 0,1 M. Almacenar en NaOH 0,1 M.
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Etapa 4 Blue Sepharose: Después de cada ciclo de CIP en flujo invertido con 2 VC de NaCl 1M, 2 VC de H;0, 1-2
VC de NaOH 0,1 M (40 min de tiempo de contacto), 1-2 VC de H>O y 1-2 VC de 20 % de EtOH. Aimacenar en 20 %
de EtOH.

Source Q : Flujo ascendente Después de cada ciclo a CIP en flujo invertido con 2 VC de NaCl 2 M, 2 VC de H0, 1-2
VC de NaOH 2 M (40 min de tiempo de contacto), 1-2 VC H.O y 1-2 VC de 20 % de EtOH, caudal ~30 cm/h.
Almacenar en 20 % de EtOH.

Resultados

Los datos para las preparaciones de rhASA obtenidas a través de un procedimiento de purificacién descrito
anteriormente se presentan en las tablas 5 y 6. En resumen, los resultados muestran que el rendimiento total del
proceso de purificacion corresponde al 79 % de la rhASA presente en el material de partida. La pureza de la rhASA
en la preparacion resultante corresponde a 98,0 % como se determina por HPLC de fase inversa. Los resultados se
muestran en la figura 3. Las condiciones especificas para el procedimiento para el que se muestran los datos son las
siguientes:

Etapa 1—3: Como se ha descrito anteriormente.

Etapa 4: Una membrana Mustang-S de 10 ml se acopla en serie con un intercambiador anionico de alta resolucion
(Resource-Q de Amhersam Biotech, 6 ml). Las columnas se equilibran con > 10 VC de acetato de sodio 20 mM a pH
5,5. La rhASA de Tox03HC20 es tampon intercambiado con el tampoén de equilibrio y cargado en las columnas.
Después de pasar la membrana Mustang-S, se capturara rhASA en la columna Resource-Q. La membrana
Mustang-S se desacopla y la columna Resource-Q se lava con 3 VC de acetato de sodio 75 mM a pH 4,8.

La columna Resource-Q se lava con > 10 VC de Tris-HCI 20 mM a pH 7,5 (tampo6n estandar) hasta que se alcanza
el pH correcto. La columna se lava con NaCl 0,1 M en tampon estandar y se eluye la rhASA con un gradiente lineal
de NaCl 0,1-0,3 M en tampdn estandar. Se recogen fracciones que contienen rhASA activa.

Tabla 5: Esquema de purificacion Tox03HC20, que se ha usado para la evaluacion de la etapa de pulido. La
actividad enzimatica en el esquema puede variar debido a los cambios del procedimiento durante el desarrollo

- _— Pureza
Volumen Actividad total Rendimiento ;
Etapa 2 o (%% mediante rp—
(mil) (U) (% de actividad) HPLC)
TFF 7980 54358 n.d. n.d.
Captura: 2250 61537 (4 alta?) n.d. n.d.
DEAE
Intermedia: Butilo 720 42768 n.d. n.d.
TFF 655 49125 (segun la | 90 % (ligeramente 92 %
actividad en el lado alto)
promedio 75
Umiy*
n.d. = no determinado

Tabla 6: Resultado del desarrollo de la prueba de pulido a pequefia escala utilizando Tox03HC20 como material de
partida. Probar Mustang-S (pasiva) + Recurso-Q (activa) como etapa de pulido.

Actividad Proteina Actividad . Pureza
Volumen total total  especifica oNOIMIENto o ediante
Etapa (% de
(mi) actividag) ~ 'P~HPLC)
(v (mg) {Uimg)
Inicio: 3.2 293 11 26,6 100 91,2 %
Tox03H C20
Grupo de 19,0 249 8,7 28,5 (factor 85 % (segun 98,0 %
pulido de la actividad)
purificacion 79 % (segun
de 1,07) la proteina)

Especificacién del producto
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Especificacion de la sustancia a granel para i.v. Pruebas de toxicologia de la arilsulfatasa A recombinante humana
(rhASA). Las pruebas analiticas se realizan antes de la filtracion en esterilidad y la carga en viales al final del
proceso de purificacion.

Descripcion:

Arilsulfatasa A humana recombinante (rhASA) en solucién para administracion i.v.

La vida util es de 6 meses desde la produccion si se almacena a -20 °C. El tiempo de uso es de 1 semana a
partir de la descongelacion si se almacena a + 5 °C.

FRUEBA N.° DE LIMITE
PROCEDIMIENTO
Contenido
Actividad especifica de rhASA (Unidades/mg) Actividad enzimatica = 50 U/img
de rhASA Real: 60-120 U/mg
Concentracion de proteina rhASA (BCA) (mg/ml) 2500-P- 1034 = 5 mg/mi
Identidad
Pico principal del tiempo de retencién en HPLC 2500-P- 1038 Aprobado
{con respecto al patron)
Pureza
HPLC (% del pico principal) 2500-P- =085 %
1038 Real =97 %
Proteinas de las células huésped (HCP) (ng/mg de 2500-P— 1041 =200 ng/mg
proteina Real: 50 — 100 ng/mg
Otras pruebas
Recuento bacteriano, filtracion de membrana Ph.Eur. < 10 ufc/ml
{ufc/ml)
LAL (Ul/mg) (max. 2,5 mg de rhASA/kg) Ph.Eur. = 2 Ulimg de rhASA
Osmolalidad (mOs/kg) Ph.Eur. 250 + 350
pH Ph.Eur. T7T.2+82

Ejemplo 2: Andlisis de la unién de rhASA a la resina de intercambio catiénico y la resina de intercambio anionico

Descripcion del experimento:

Se mezclaron 5 mg/ml de rhASA (Tox03HC20) a 1: 10 con tampones a pH 4,8-7,2
El intercambiador cationico (Unosphere-S, BioRad) + intercambiador aniénico (DEAE FF, Amhersam Biotech) se
dividié en tubos de ensayo y se equilibré con acetato de Na 20 mM a pH 4,8, 5,2, 5,6 y 6,05 o Tris-HCI 20 mM a pH
7,2. (aproximadamente 100 ul de medio IEX/tubo). 170 ul de rhASA 1: Se afadieron 10 en tampén de resp. al medio
IEX con el mismo pH + para vaciar los tubos de referencia. Mezclar varias veces y dejar reposar durante
aproximadamente 30 minutos. Centrifugar y medir la actividad en el sobrenadante.

Conclusién:

La rhASA se une como se esperaba al intercambiador catiénico, pero no al intercambiador aniénico. Incluso a pH
4,8, la rhASA se une fuertemente e inesperadamente a la resina. Esta unién se puede explicar por una fuerte
polaridad o, como alternativa, por un cambio de dimero a octamero por debajo de pH 5,8, que induce cambios en los
grupos cargados expuestos. Los resultados se muestran en la figura 2.

Ejemplo 3: Degradacion de sulfatidos naturales en fibroblastos por rhASA

Experimento de dosis/respuesta:

Disefio experimental

Se cultivan los fibroblastos de un paciente de LDM con mutacién nula (GM00243, adquirida en Coriell Cell
Repository, EE.UU.) casi hasta la confluencia en matraces de 25 cm? con medio que contiene suero de ternera fetal

inactivado por calor (FCS). Las células se cargan con el sustrato natural, "#C-palmitoil sulfatido (15 yM). Después de
la incubacion durante 40 horas, el medio se cambia a medio que contiene rhASA (0, 25, 50 y 100 mU/ml de rhASA
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purificada por afinidad, respectivamente). Después de 24 horas, las células se cosechan y los extractos de lipidos se
preparan a partir de las células mediante una extraccion en cloroformo-metanol. Las fracciones lipidicas se analizan
mediante cromatografia TLC comparando con referencias marcadas radiactivamente. La placa de TLC se expone a
una pelicula de rayos Xy las diferentes fracciones de lipidos de la placa de TLC se cuantifican usando recuento de
centelleo liquido. Los datos se expresan como el porcentaje de radiactividad de los sulfatidos remanentes y
metabolizados.

Resultados

Los datos de este experimento (Tabla 3 y Figura 4) muestran que todos los niveles de dosis de la rhASA utilizados
(0.25, 2.5, 25, 50 y 100 mU/ml) metabolizan aproximadamente el 40-70 % de los '*C-sulfatidos marcados cargados
en los fibroblastos de LDM. La degradacion de fondo del sustrato es de aproximadamente el 15 % en las células no
incubadas con rhASA. Este fondo puede explicarse por una baja actividad residual de las sulfatasas en las células
de LDM, o alguna actividad sulfatasa del suero inactivado por calor, aunque no se puede detectar actividad DE ASA
en las células o el FCS. Esto también puede explicar el metabolismo bajo en sulfatidos en las células de control en
las que no se afiade rhASA.

Tabla 7: Degradacion de sulfatido radiomarcado en fibroblastos de DML con o sin la adicion de arilsulfatasa A
recombinante humana (rhASA). Los resultados se dan como el porcentaje de radiactividad recuperada en la fraccion
de lipidos celulares.

Experimento A B Media c D Media
Arilsulfatasa A afiadida (mU/ml) 0 0 25 25
Sulfatido metabolizado (%) 15.6 16.6 68.7 67.6 68,2
Sulfatido restante (%) 82,7 84,2 83,4 32,4 31,8
E F Media G H Media
50 50 100 100 50
69.0 68,7 68,9 68,5 69, 68,5
3.0 31,3 31,1 31,5 30,9 3.2

Experimento del curso de tiempo:
Disefio experimental

Las células estan cargadas '“C-palmitoil sulfatido (15 uM) como se ha descrito anteriormente. El medio se cambia a
medio que contiene 25 mU/mI de rhASA purificada por afinidad y se cosecha a las 6, 24 y 48 horas. Los extractos de
lipidos se preparan y se analizan como se ha descrito anteriormente. Los datos se expresan como el porcentaje de
radiactividad de los sulfatidos remanentes y metabolizados.

Resultados

Los datos de este experimento ilustran que el metabolismo del sulfatido marcado con "#C cargado en los fibroblastos
de LDM aumenta durante 48 horas después de la adicion de la rhASA purificada por afinidad. Los datos se muestran
en la figura 5.

Conclusion:

A partir de estos datos, se puede concluir que la rhASA es captada eficazmente por los fibroblastos de un paciente
con LDM y que los sulfatidos cargados en estos fibroblastos pueden metabolizarse de manera eficaz por la rhASA
exogena incluso a dosis bajas y, después de la incubacioén, durante unas pocas horas.

Ejemplo 4: Caracterizacion y uso de CHO-rhASA producido y purificado a gran escala

Caracterizacion de CHO-rhASA

La ASA humana se purificd a partir de secreciones de células de ovario de hamster chino (CHO) que sobreexpresan
la ASA humana del plasmido de expresion pASAExp1 (Zymenex A/S, Hillerad, Dinamarca—antiguo HemeBiotech
A/S). La actividad especifica de la preparacion enzimatica estaba por encima de 60 U/mg. La CHO-rhASA se volvié

a tamponar en 1 x TBS a pH 7,4 a una concentracion de 2,5-4,3 mg/ml y se analiz6 mediante SDS-PAGE y
espectroscopia MALDI-TOF. Los espectros de masas MALDI se recogieron usando una estacion de trabajo
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Voyager-DE STR BioSpectrometry (Perspective Biosystems, Inc., Framingham, EE.UU.), equipado con un laser de
nitrégeno de 337 nm. Las mediciones se tomaron manualmente en modo de ion positivo lineal con una tensiéon de
aceleracion de 20-24 kV, una tension de red del 90 % y una extraccion de iones retardada de 200 ns. Cada espectro
de masa obtenido fue la suma de 300 perfiles de laser no seleccionados en una preparacién de muestra. Se usé
acido sinapinico como matriz. Para la desglicosilacion parcial o completa de CHO-rhASA, se hizo reaccionar 1 ug de
enzima con 1 o 500 mU de PNGasa F (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) durante 20 horas a 37 °C. El
ensayo de endocitosis se realizdé con 1 ug de CHO-rhASA por ml de medio durante 29 horas como se ha descrito
(Matzner, U. et al. Gene Ther., 7, 805-812). La ASA se midid6 mediante un ELISA de tipo sandwich indirecto y un
ensayo de actividad (Matzner U, et al. (2000) Gene Ther. 7(14):1250-7, Baum, H. et al. (1959). Clin. Chim. Acta., 4,
453-455).

Resultados

El andlisis por SDS-PAGE y MALDI-TOF de las preparaciones de CHO-rhASA detectd un compuesto del tamafio
correcto y la ausencia de contaminantes (Fig. 7A y 8A). La ASA humana de tipo silvestre tiene tres carbohidratos
ligados a N con una masa molecular combinada de aproximadamente 5-6 kDa (Gieselmann, V. et al. (1992), J. Biol.
Chem., 267, 13262-13266). El tratamiento con PNGasa F redujo la masa molecular aparente de CHO-rhASA, lo que
indica la glucosilacion de la enzima recombinante (Fig. 7A). Después de hacer reaccionar la CHO-rhASA con bajas
concentraciones de PNGasa F, el analisis MALDI-TOF revelé cuatro intermedios de desglicosilacion (Fig. 8B), que
posiblemente representan el polipéptido ligado a tres, dos, uno y ninguno de los glicanos ligados a N. La diferencia
de masa entre los productos con la masa mas alta y la mas baja esta en el intervalo de 5 kDa, lo que sugiere una
glucosilacion completa de la enzima. Para evaluar la fosforilacion de LA manosa de CHO-rhASA, la endocitosis
dependiente de manosa 6-fosfato (M6P) de la enzima se evalu6 mediante un ensayo de alimentacion in vitro. El
ensayo revel6é una endocitosis eficiente de CHO-rhASA por las células BHK (Fig. 7B). Ademas, la captacion podria
estar completamente bloqueada por la M6P, pero no por la glucosa 6-fosfato. Se puede concluir que la CHO-rhASA
contiene residuos de M6P.

Discusion

Los experimentos de cultivo celular revelaron que la CHO-rhASA porta restos de M6P y usa la ruta dependiente del
receptor de M6P para la entrada en la célula (Fig. 7B). Las células BHK que se utilizaron en este ensayo in vitro no
expresan otros receptores para enzimas lisosomales. Por lo tanto, es posible que otros receptores, tales como el
receptor de manosa o el receptor de asialoglicoproteina, compitan por la unién y endocitosis de la CHO-rhASA
sustituida en condiciones in vivo.

Ejemplo 6: Administracién de rhASA humana recombinante a ratones deficientes en arilsulfatasa A.
Materiales y procedimientos

Se produjo arilsulfatasa A humana recombinante como se describe en el ejemplo 1. Los lotes de rhASA utilizados
para los estudios en animales incluyeron G0301 (la concentracion fue de 4 mg/ml y la actividad de la enzima fue de
166 U/ml) y G0302 (la concentracion fue de 4,3 mg/ml y la actividad enzimatica fue de 242 U/ml). La rhASA se
almaceno a -20 °C. Antes del inicio del experimento, los lotes de enzimas se descongelaron y agruparon, y se
analizaron el contenido de proteina y la actividad de la enzima. La rhASA en este grupo se diluye con TBS, por lo
que el volumen de inyeccion fue de 250-300 pl en todos los grupos de animales. Las diluciones se hicieron
inmediatamente antes de la inyeccion. Se anotaron el peso corporal y el volumen de la dosis para cada animal.

Tratamiento de los ratones

Los ratones defectivos en ASA y los controles de tipo silvestre con el fondo genético mixto C57BI/6J x 129 ola (Hess
B, et al. (1996) Proc Natl Acad Sci USA. 93(25):14821-6) se mantuvieron en condiciones de alojamiento estandar de
conformidad con la legislacion alemana vigente sobre proteccion de los animales. Todos los experimentos fueron
aprobados por el comité local de bienestar animal (Bezirksregierung Koln, numero de referencia 50.203.2-BN 24,
18/04). Los experimentos se realizaron con animales de 8-12 meses de edad. Dependiendo del peso del animal y de
la concentracion de la reserva de CHO-rhASA, se administraron 200-300 pl de solucién enzimatica (CHO-rhASA en
1 x TBS a pH 7,4) mediante una inyeccién en bolo intravenoso en la vena de la cola. A los animales de control se les
inyect6 250 ylde 1 x TBS a pH 7,4.

Analisis de ratones

Durante el periodo de tratamiento, se extrajo sangre de la vena de la cola. Para el analisis final, se administrd
anestesia profunda a los ratones se anestesiaron usando una inyeccion intraperitoneal de tribromoetanol y se
perfundieron por via transcardiaca. Para las investigaciones histoldgicas, los ratones se perfundieron primero con
PBS y luego con glutaraldehido al 6 % en tampon fosfato 100 mM, a pH 7,4. A continuacion, se diseccionaron los
tejidos y se procesaron como se describe a continuacion. Para los analisis bioquimicos, se perfundié a los ratones
PBS solo. Los rifiones, el higado, el cerebro, el plexo braquial y los nervios ciaticos se diseccionaron, se pesarony
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se congelaron. Las muestras de tejido se homogeneizaron en 1 x TBS a pH 7,4. Se usaron alicuotas de los
homogeneizados para la extraccion de lipidos (véase a continuacion), la determinacién de proteinas (ensayo BioRad
Dc, BioRad, Hercules, EE.UU.) y las mediciones de ASA mediante ELISA (9).

Analisis de los lipidos

Se centrifugaron alicuotas de homogeneizados tisulares (véase anteriormente) a 100.000 x g durante 1 hora y el
sedimento se extrajo primero con 5 ml de cloroformo/metanol (C/M) a 2:1 (v/v) y, después, con 5 ml de C/M a 1:1 a
60 °C durante 4 horas en cada caso. Después de la evaporacion del disolvente, los lipidos secos se redisolvieron en
5 ml de MeOH. La metandlisis alcalina se inicié con 125 pl de NaOH 4 N a 37 °C y se detuvo después de 2 horas
con 20 pl de acido acético al 100 %. Los lipidos se secaron y se disolvieron en 1 ml de MeOH. Para la desalacion
mediante cromatografia de fase inversa, las columnas Lichroprep RP-18 (Merck, Darmstadt, Alemania) con un
volumen de lecho de 1 ml se equilibraron con C/M/KCI 0,1 M 6:96:94. Después de afiadir 1 volumen de acetato
amonico 0,3 M a la solucion lipidica, la mezcla se cargd en la columna. Después de lavar con 6 ml de H2O, los
lipidos se eluyeron con 1 ml de MeOH vy, después, con 6 ml de C/M a 1:1. Se pulverizaron las alicuotas de los
extractos lipidicos sobre placas de gel de silice 60 (Merck) usando el muestreador TLC automatico 4 de CAMAG
(Muttenz, Suiza). Los volumenes de carga se normalizaron en la concentracion de proteina de los homogeneizados
crudos utilizados para la extraccion de lipidos. Se cargaron diferentes cantidades (0,5-8 pg) de patrones de lipidos
(colesterol, esfingomielina, sulfatido, todos ellos patrones de Sigma) en calles separadas. Después de la
cromatografia en capa fina (TLC) con C/M/H20 a 70:30:4 como un sistema disolvente, los lipidos se visualizaron de
acuerdo con Yao y Rastetter (33). Las placas se escanearon con un escaner de lecho plano (PowerlLook IIl de
UMAX Data Systems, Hsinchu, Taiwan) y se determinaron las intensidades de las bandas de lipidos con el software
de andlisis Aida 2.11 (Raytest, Straubenhardt, Alemania). Las cantidades de colesterol, esfingomielina y sulfatido se
expresan como unidades arbitrarias que representan las intensidades de la banda de TLC respectiva después de la
correccion de fondo. El analisis estadistico se realizé usando la prueba t de Student.

Histologia

Los rifiones, la médula espinal y el cerebro se disecaron de ratones fijados por perfusiéon. Para la deteccion de
sulfatidos, se prepararon laminas de tejido (100 um de espesor) con un vibratomo y se incubaron con azul alcian
(Alcec Blue, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Alemania) como se ha descrito (Wittke, D. et al. Acta Neuropathol. (Berl.).,
108, 261-271). Las condiciones histoquimicas (pH 5,7, MgCl, 300 mM) fueron suficientes para justificar la tincion
especifica de sulfatidos (Scott, J.E. y Dorling, J. (1965), Histochemie, 5, 221-233). Se prepararon secciones de
parafina a partir de bloques de rifién después de incubar antes de la inclusiéon con azul alcian. Las muestras de
nervios ciaticos y de rifion se incluyeron en araldita segun los procedimientos de rutina para preparar secciones
semifinas, con o sin incrustacién previa a la inclusiéon en azul alcian.

Resultados:
Farmacocinética y biodistribuciéon de CHO-rhASA después de una dosificacion Unica

Los ratones defectivos en ASA se trataron primero con una inyeccion unica de CHO-rhASA en la vena de la cola.
Para determinar la velocidad de aclaramiento de rhASA de la circulaciéon, se analizaron los niveles plasmaticos de la
enzima en diferentes momentos después de la infusién de 20 o 40 mg de enzima por kg de peso corporal (Fig. 9A).
Para ambas dosis, los niveles plasmaticos alcanzaron un maximo en los primeros minutos después de la inyeccion y
disminuyeron a partir de ese momento. Independientemente de la dosis administrada, la rhASA se aclar6 del plasma
con un semitiempo de aproximadamente 40 minutos. Para evaluar la cinética de la captacion de tejido, se perfundio
a los ratones en diferentes momentos después de la infusion y se analizaron varios 6rganos para determinar las
concentraciones de rhASA. La inmunorreactividad para rhASA podria detectarse ya 10 minutos después de un Unico
tratamiento con 40 mg/kg en todos los tejidos (Fig. 9B y C). En el higado que adquirié la mayor concentracion de
enzima (véase a continuacion), los niveles de enzima aumentaron aproximadamente 4 veces en las siguientes cinco
horas y se redujeron después hasta el dia 14 a aproximadamente un 4 % del nivel maximo (Fig. 9B). La cinética fue
similar para el rifidn, el nervio ciatico y el cerebro (Fig. 9C). Independientemente de las diferencias entre las
velocidades de captacion especificas de tejido, la enzima se elimind de todos los tejidos en un curso de tiempo
comparable. Por lo tanto, la semivida de la rhASA inmunolégicamente detectable en higado, rifién, nervio ciatico y
cerebro varié en aproximadamente 4 dias (Fig. 9B y C). Llama la atencién que la concentraciéon maxima de rhASA
difiera en mas de tres 6rdenes de magnitud entre el higado y el cerebro 5 horas después de la infusion (Fig. 9B y C).
Para analizar la biodistribucién de la rhASA con mas detalle, se infundié a los ratones defectivos en ASA con dosis
crecientes de rhASA vy los tejidos se analizaron 8 dias después mediante ELISA. Podria detectarse un aumento
aproximadamente lineal dependiente de la dosis de la concentracion de enzima en rifiones y nervios periféricos (Fig.
10A). La mayoria de la enzima infundida se encontrd, sin embargo, en el higado (mostrada para 20 mg/kg en la Fig.
10B). En comparacion con el higado, las concentraciones de rhASA fueron de aproximadamente un 7 % en el rifidn,
<0,05 % en el cerebro y del 12-15 % en el nervio ciatico y el plexo braquial. Teniendo en cuenta las diferentes masas
de estos tejidos, se puede calcular que aproximadamente el 97 % de la enzima recuperable se encontraba en el
higado, aproximadamente el 3 % en los rifiones y por debajo del 0,1 % en el SNC y los nervios periféricos.
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Reduccioén de los niveles de sulfatido después de una sola dosificaciéon de CHO-rhASA

Para evaluar el potencial terapéutico del tratamiento con CHO-rhASA, se infudié a los ratones defectivos en ASA por
via intravenosa una sola dosis de 40 mg de CHO-rhASA por kg de peso corporal y se extrajeron los lipidos del rifién
8 dias después. La TLC de los extractos de lipidos reveld una disminucién importante de los niveles de sulfatido en
comparacion con los controles tratados de manera simulada (Fig. 11A). La dependencia del tiempo de la reduccion
de sulfatido se investigd en un segundo experimento. Para ese fin, se determinaron los niveles de sulfatido en los
rinones en diferentes momentos después de la inyeccion de 40 mg/kg (Fig. 11B). El aclaramiento significativo de
sulfatido podria detectarse ya 5 horas después de la infusion y el grado de reduccién aumento hasta el dia 8. En ese
momento, aproximadamente dos tercios del exceso de sulfatido se aclararon del rifidén. Seis dias después reaparecio
el sulfatido y el nivel medio residual de sulfatido aumenté aproximadamente en un 22 %. Para determinar la
dependencia de la dosis de la reduccién de sulfatidos, se tratoé a los ratones con diferentes dosis de CHO-rhASA y
se analizaron 8 dias después. Ya 10 mg/kg produjeron una disminucion significativa del almacenamiento de sulfatido
en el rifién (Fig. 11C). La extension del aclaramiento de sulfatido aumentd con dosis crecientes y se pudo detectar
una relacion aproximadamente lineal entre la dosis y la pérdida de sulfatido.

Para evaluar los efectos del reemplazo enzimatico sobre el catabolismo lipidico del sistema nervioso, también se
analizaron el cerebro completo, el nervio ciatico y el plexo braquial de los animales tratados de forma diferente. En
comparacién con el rifion, donde los niveles de sulfatido aumentaron alrededor de 10 veces en los ratones
defectivos en ASA envejecidos (Fig.11B y C), el sistema nervioso mostré solo una elevacion aproximada de 2 veces
de los niveles de sulfatido (Fig. 12A-C y Fig. 13B-D). La dosificacion unica con 40 mg/kg no tuvo ningun efecto
sobre el almacenamiento de sulfatido en el cerebro (Fig. 12A). Sin embargo, se detecté una disminucion significativa
en el nervio ciatico (Fig. 12B) y el plexo braquial (Fig. 12C) después de la administracion de 40 mg/kg. Ademas, los
niveles enzimaticos de 10 y 20 mg/kg redujeron el almacenamiento medio de sulfatido en los nervios periféricos,
pero la diferencia para controlar los tejidos no fue estadisticamente significativa (Fig. 12B y C).

Reduccién del almacenamiento de sulfatido después de la dosificacion repetida de CHO-rhASA

La alta eficacia inesperada de dosis Unicas de enzimas para reducir los niveles de sulfatido en tejidos periféricos
proporciond la justificacion para evaluar el potencial terapéutico de las inyecciones repetidas. Los inventores
eligieron un programa de tratamiento basado en hasta cuatro inyecciones de 20 mg de CHO-rhASA/kg una vez a la
semana. Los niveles de sulfatido se analizaron 8 dias después de la uUltima inyeccion en rifién, nervios periféricos y
cerebro de ratones tratados con una, dos, tres o cuatro inyecciones (Fig. 13).

La TLC reveld que el sulfatido disminuyd progresivamente con un ndmero creciente de infusiones en todos los
tejidos periféricos. Después del cuarto tratamiento, se elimind el 65 % del exceso de sulfatido del rifién y del plexo
braquial (Fig. 13A y D) y ~ 82 % del nervio ciatico (Fig. 13C), respectivamente. En el cerebro no se detectod
disminucion de sulfatido después del primer, segundo y tercer tratamiento (Fig. 13B). Después del cuarto
tratamiento, sin embargo, el nivel de sulfatido se redujo significativamente en un 13 % de media. Esto representa un
aclaramiento del 30 % del exceso de sulfatido del cerebro.

Para verificar la reduccion de sulfatido en el sistema nervioso central de los ratones tratados con cuatro inyecciones,
se realizd un analisis histologico del cerebro y la médula espinal. En las sustancia blanca y gris del SNC de ratones
defectivos tratados de forma simulada, el patrén de almacenamiento de sulfatido fue idéntico al patrén descrito
previamente para ratones defectivos en ASA (Wittke, D. et al. Acta Neuropathol. (Berl.)., 108, 261-271) y se pueden
distinguir dos tipos morfolégicos de material de almacenamiento (Fig. 14). Depésitos grandes (> 20 um) que son
tipicos de los fagocitos y las neuronas, y granulos de almacenamiento pequefios caracteristicos de la
oligodendroglia (Fig. 14C y G). Los fagocitos se han identificado previamente como células microgliales activadas
(Hess B, et al. (1996) Proc Natl Acad Sci USA. 93(25):14821-6). El almacenamiento en los fagocitos y las neuronas
se puede distinguir por el aspecto menos compacto y con mas forma de anillo del material alcianofilico de las
neuronas (recuadro de la Fig. 14C). En el cerebro y la médula espinal de ratones tratados con rhASA, el sulfatido se
aclaré en gran parte de los fagocitos tanto en la sustancia blanca como la gris (Fig.14 A a H), mientras que la tincion
de neuronas y oligodendrocitos permanecié inalterada y similar en ratones de forma simulada (mostrado para el
cerebro en las Fig. 14D y H).

Ademas del sistema nervioso, el rifion también se analizé histolégicamente. Los rifiones de ratones tratados de
forma simulada mostraron los mismos patrones de almacenamiento de sulfatido que se han descrito anteriormente
(Lullmann—Rauch, R. et al. (2001), Histochem. Cell Biol., 116, 161-169). El almacenamiento fue intenso en las
ramas finas y las ramas ascendentes gruesas del asa de Henle y moderado en los tubulos contorneados distales y
los tubulos colectores (Fig. 15). Después de cuatro inyecciones de enzima, el material de almacenamiento se aclaro
casi por completo de los tubulos contorneados distales (Fig.15J) y el almacenamiento se redujo claramente en las
porciones superiores de las ramas ascendentes gruesas (Fig. 15G). Sin embargo, el almacenamiento en las ramas
finas y los tubulos colectores persistié y se asemejo al de los ratones tratados de forma simulada (Fig. 15B a E).

El analisis del rifidn también reveld un aumento significativo de 1,4 veces del peso humedo del rifion en ratones

defectivos en ASA de 9 meses de edad en comparacion con los controles de tipo silvestre (datos no mostrados).
Curiosamente, el reemplazo enzimatico redujo y normalizé parcialmente el aumento del tamario del rifion. El grado
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de reduccion fue estadisticamente significativo después del tercero y después del cuarto tratamiento (prueba t de
Student, p <0,05) y el peso del rifién disminuyé a 1,2 veces el normal después de cuatro inyecciones (no mostrado).
En un segundo experimento independiente, el peso medio del rifion de los ratones defectivos de 12 meses de edad
aumentd 1,5 veces en comparacion con los ratones de tipo silvestre (no mostrado). Se redujo significativamente
(prueba t de Student, p <0,05) a 1,1 veces lo normal después de 4 inyecciones de enzima (no mostrado). El higado y
el cerebro se pesaron como controles y no se detectaron diferencias significativas entre los grupos experimentales
para estos 6rganos (no mostrado).

Discusion

Aproximadamente el 30 % de la cantidad total de rhASA inyectada podria recuperarse de 6rganos de raton
diseccionados 5 horas después de la inyecciéon intravenosa de 40 mg/kg (no mostrado). Entre la fraccion
recuperable, mas del 90 % se localizd en el higado, mientras que el rifidn y los nervios periféricos compartieron la
gran mayoria de la enzima restante (Fig. 10B). Una comparacién con datos previos sobre las actividades de ASA en
ratones de tipo silvestre (Matzner U, et al. (2000) Gene Ther. 7(14): 1250—7) sugiere que los niveles de enzimas
después del tratamiento con rhASA eran, de media ~ 95 veces (higado), ~ 1,2 veces (rifion), ~ 0,6 veces (nervios
periféricos) y ~ 0,001 veces (cerebro) de lo normal.

Ya una inyeccion intravenosa de rhASA condujo a una disminucion pronunciada dependiente del tiempo y de la
dosis del almacenamiento de sulfatido en los rifiones y los nervios periféricos (Fig. 11). Esta es la primera prueba de
que la TRE que usa ASA es eficaz para reducir el almacenamiento de sulfatido in vivo. Notablemente, ya 5 horas
después de la inyeccion de 40 mg/kg, se detectd una disminucion significativa del almacenamiento de sulfatido en el
rifion (Fig. 11B). Ocho dias después del tratamiento, el almacenamiento disminuyd a un minimo y hasta el 70 % del
exceso de sulfatido se habia desvanecido del rifion (Fig. 11B) y de los nervios periféricos (Fig. 12B y C).

En comparacién con los experimentos previos de terapia génica, en los que la TLC no revel6 una disminucion
significativa de la concentracion media de sulfatido en el riidn completo (Matzner U, et al (2002) Gene Ther 9(1):53—
63), tanto la velocidad como la magnitud de la reduccion de almacenamiento fueron sorprendentes. La diferencia
entre los dos estudios es sorprendente, ya que el nivel de estado estable de hASA en el rifién, que se logré
mediante trasplante, fue 1,3 veces mayor de lo normal de media y, por lo tanto, practicamente igual al nivel maximo
alcanzado con una inyeccion Unica de 40 mg de CHO- rhASA/kg (véase anteriormente). Por lo tanto, CHO-rhASA,
que estaba presente en el rifién solo durante un par de dias elimind mas de dos tercios del exceso de sulfatido,
mientras que la misma cantidad de enzima no redujo el almacenamiento medio cuando se expres6 de manera
estable a partir de células del sistema hematopoyético durante casi un afio. La dependencia de la eficacia
terapéutica en el tipo de célula que expresa la enzima apunta a las diferencias especificas del tipo de célula en la
biosintesis de ASA humana. Los estudios de cultivo celular sugirieron que la ASA humana es fosforilada de manera
ineficaz por las células del sistema hematopoyético, pero es fosforilada de manera €eficiente por las células CHO y
BHK (Muschol, N. et al. 2002, Biochem. J., 368, 845-853, y Fig. 7B). No obstante, la fosforilacién parece ser
importante para la eficacia terapéutica en los ratones defectivos en ASA. De este modo, una fosforilacién baja de la
ASA humana por las células hematopoyéticas y una fosforilacion alta por las células CHO pueden explicar el fracaso
parcial de la terapia génica de células madre de médula ésea y el éxito de la terapia de reemplazo enzimatico en
ratones defectivos en ASA.

Los experimentos de una sola dosis indicaron que el aclaramiento del almacenamiento es solo transitorio y el
sulfatido se vuelve a acumular en la segunda semana después del tratamiento (Fig. 11B). La reacumulacion parcial
del almacenamiento puede explicarse por la semivida limitada de la rhASA internalizada, que estaba en el intervalo
de solo 4 dias (9B y C). La reacumulacién de sulfatido requiri6 un régimen basado en inyecciones repetidas de
enzimas con el fin de mantener o incluso mejorar la reduccidon del almacenamiento a largo plazo. El tratamiento
repetido con 20 mg de CHO-rhASA por kg dio como resultado una disminucion escalonada del almacenamiento de
sulfatido en los tejidos periféricos (Fig. 13A, C y D). Hasta un 65 % y un 82 % del exceso de sulfatido se pudo
eliminar del rifion y de los nervios periféricos mediante cuatro inyecciones, respectivamente. El analisis histolégico
del rifién reveld la disminucién mas prominente del almacenamiento de sulfatido en la corteza (Fig. 15). En el
presente documento, el almacenamiento se aboli®é o se redujo considerablemente en los tubulos contorneados
distales y la parte superior de las ramas ascendentes gruesas del asa de Henle, respectivamente. En la actualidad,
no esta claro por qué estos segmentos de la nefrona responden mas claramente a la TRE que otros segmentos.
Posiblemente, la especificidad de la region esta determinada por el patrén de expresion del receptor o los receptores
que endocita la rhASA.

Sorprendentemente, la dosificacion repetida no solo redujo el almacenamiento en los tejidos periféricos, sino
también en el SNC. Esto se evidencié primero en la TLC de los lipidos cerebrales, que mostré una disminucion del
sulfatido en un 13 % después del cuarto tratamiento (figura 13B). Sin embargo, se observd mas claramente la
reduccion del almacenamiento en el SNC en el analisis morfologico. La histologia del cerebro y la médula espinal
reveld una frecuencia sorprendentemente reducida de los fagocitos que almacenan sulfatido agrandados a lo largo
del SNC (mostrado para el tronco encefalico en la Fig. 14). Por lo tanto, la reduccién de los niveles de sulfatido en el
SNC parece deberse principalmente al aclaramiento de los lipidos de estos fagocitos que representan las células
microgliales activadas (Hess B, et al. (1996) Proc Natl Acad Sci USA. 93(25): 14821-6) en lugar de neuronas u
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oligodendroglia. Recientemente, se ha demostrado en modelos animales para la enfermedad de Krabbe y Sandhoff
que la activacion de la microglia desempefia un papel importante en la patogenia de estas enfermedades de
almacenamiento de esfingolipidos relacionadas (Matsushima, G.K. et al. (1994), Cell, 78, 645-656., Wada, R. et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 10954—-10959). La activacion de la microglia también es prominente en ratones
defectivos en ASA en el segundo afio de vida (Hess B, et al. (1996) Proc Natl Acad Sci USA. 93(25): 14821-6). Por
lo tanto, puede esperarse que la reduccién del almacenamiento de sulfatidos en las células microgliales sea
beneficiosa incluso en ausencia de un aclaramiento detectable de sulfatido de otras células de la glia y neuronas.

Como la barrera hematoencefalica impide la transferencia de rhASA de la circulacién al SNC, el cerebro no adquirié
niveles de enzima superiores al 0,1 % de lo normal durante el periodo de tratamiento de 4 semanas (Fig. 9C y 10B,
y no se muestran), debido a las bajas concentraciones, la arilsulfatasa A presente en el SNC es poco probable que
sea responsable de todo el aclaramiento observado de los sulfatidos de los fagocitos. Un segundo mecanismo que
puede contribuir al aclaramiento implica la endocitosis de la enzima en los fagocitos antes de la inmigracién al SNC.
Sin embargo, se cree que la parte principal de la poblacion de fagocitos del SNC (es decir, microglia) representa una
poblacioén celular autorrenovadora auténoma derivada de progenitores de macréfagos que inmigraron al SNC en una
etapa temprana de la vida y que son distintos de los monocitos/macrofagos de la sangre presentes en tejidos no
neurales. Existe un tercer mecanismo contributivo, que implica la exportacion de sulfatidos desde las células
cerebrales a las células periféricas. La fuerza impulsora para esta exportacion parece ser un desequilibrio creciente
del equilibrio entre el almacenamiento de sulfatido en el SNC y los tejidos periféricos debido a la hidrélisis de
sulfatido catalizada por ASA en la periferia.

Ejemplo 6: Estudios sobre parametros neurolégicos — Estudios en cilindro giratorio

Los ratones defectivos en ASA desarrollan alteraciones de la conduccion nerviosa y una serie de sintomas
neurolégicos. Para medir los supuestos efectos terapéuticos sobre los parametros neuroldgicos se examiné el
rendimiento en el cilindro giratorio.

Las pruebas conductuales previas revelaron déficits progresivos de los ratones defectivos en ASA en el equilibrio
sobre una barra que gira lentamente (D'Hooge, R. et al. Brain Res., 907, 35-43, Matzner U, et al. (2002) Gene Ther
9(l): 53-63). Para determinar los efectos del tratamiento sobre la coordinacion motora, se realizaron pruebas a los
ratones antes de la primera y después de la tercera infusion de CHO-rhASA mediante experimentos en cilindro
giratorio. En un primer estudio, se analizaron ratones de una media de edad de aproximadamente 9 meses. En la
prueba antes del tratamiento, los ratones de tipo silvestre tuvieron éxito en 32 de 40 ensayos (80 %), mientras que
los dos grupos de ratones defectivos en ASA (aun no tratados) tuvieron éxito en 22 de 40 (55 %) y 25 de 40 (63 %)
ensayos (no se muestran). Por lo tanto, los datos confirmaron que los déficits de comportamiento de los ratones
defectivos en ASA ya son detectables, pero aun comparativamente leves a los 9 meses de edad (D'Hooge, et al.
Brain Res., 907, 35-43). Después del tratamiento de un grupo de ratones defectivos con tres dosis semanales de 20
mg de CHO-rhASA/kg, los mismos tres grupos se volvieron a analizar aproximadamente ~ 4 semanas después. En
comparacion con la primera prueba, el éxito medio de los ratones tratados con rhASA mejor6 en un 27 % y alcanzé
un 82 %. En contraste con este grupo, el rendimiento medio de los controles de tipo silvestre y los tratados de forma
simulada solo mejor6 en un 10 % y un 5 %, respectivamente (Fig. 16B). Por lo tanto, mediante una combinacién de
tratamiento y entrenamiento, los ratones defectivos en ASA de 9 meses de edad adquirieron la capacidad de
permanecer en el cilindro con una frecuencia mayor que los ratones silvestres no entrenados de la misma edad.

Para investigar los efectos sobre discapacidades de coordinacién motora mas avanzadas, se analizaron ratones de
12 meses (3 meses mas viejos que los anteriores) en un segundo experimento. En este momento, los porcentajes
de ratones con éxito antes del tratamiento fueron del 43 % (controles de tipo silvestre), el 18 % (defectivos en ASA
destinados para el tratamiento simulado) y el 10 % (defectivos en ASA destinados al tratamiento con rhASA) de
media (no se muestra). Después del tratamiento, el 65 % de los controles de tipo silvestre y el 13 % de los ratones
defectivos en ASA tratados de forma simulada tuvieron éxito (Fig. 16C). El porcentaje medio de ratones defectivos
tratados con rhASA, sin embargo, aument6 al 31 %. Por lo tanto, también en ratones de mas edad con deficiencias
progresivas de coordinacion, la coordinacion motora podria mejorarse sustancialmente mediante tres tratamientos
con CHO-rhASA.

Ejemplo 7: Estudios sobre la velocidad de conduccion motora nerviosa

Para medir adicionalmente los supuestos efectos terapéuticos sobre los parametros neuroldgicos, se estudid la
conduccion nerviosa del potencial de accion motor compuesto (CMAP) de los nervios ciaticos con anestesia
mediante procedimientos electrofisioldgicos establecidos (Zielasek, J. et al. Muscle Nerve, 19, 946-952). En
resumen, el potencial de acciéon motor compuesto (CMAP) se registré con dos electrodos de aguja en los musculos
del pie después de la estimulacion distal del nervio tibial en el tobillo y la estimulacién proximal del nervio ciatico en
la escotadura ciatica. El analisis estadistico se realizé usando la prueba t de Student.

Los estudios neurofisioldgicos del nervio ciatico se realizaron 6 dias después del cuarto tratamiento de ratones de 12

meses de edad. Después de la estimulacién distal, los animales de control de tipo silvestre de la misma edad
mostraron un CMAP normal con una amplitud de 19,0 £ 1,7 mV (media £ SD, n = 8), una latencia de 0,84 + 0,11 ms
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y una duracion de 3,3 + 0,36 ms (Fig. 16A y Fig. 17). Los animales con deficiencia en ASA tratados de forma
simulada mostraron una respuesta motora menos compacta con una amplitud media significativamente reducida
(15,6 = 3,9 mV, p <0,05) y una mayor duracién (4,1 + 0,31 ms, p <0,01). La latencia media y la velocidad de
conduccion nerviosa fueron 0,81 + 0,09 ms y 45,4 + 8,8 m/s, respectivamente, y no significativamente diferentes de
las de los ratones de tipo silvestre (Fig. 16A, Fig 17 y no se muestra). El tratamiento con CHO-rhASA dio como
resultado un aumento de la amplitud a valores normales (20,4 + 5,9 mV, p <0,05) y una disminucion significativa de
la duracién (3,8 + 0,35 ms, p <0,05). Por lo tanto, la alteracion de la conduccién del nervio ciatico practicamente se
normalizd después del tratamiento con rhASA. Se obtuvieron datos similares después de la estimulacion proximal y
los datos se reprodujeron en un experimento independiente usando ratones de otra serie de tratamiento (no se

muestra).

Determinacion de los parametros electrofisiologicos

Tabla 8: Datos brutos

motlat duracibn ampl ondaf lat dur ampl distancia vel.
distal distal prox prox prox cond.
nerv.

numero de
tipo silvestre
43 0,84 3 19,7 488 148 29 179 24 37,50
44 1 3,6 21,6 5,72 1,6 29 197 24 40,00
40 0,96 2,9 * 548 152 3,2 * 26 46,43
37 0,88 3,7 17,4 6,04 1,6 32 158 26 36,11
45 0,68 2,9 19,8 52 1,36 3 16,5 26 38,24
39 0,76 3,2 19 568 1,44 32 159 25 36,76
38 0,76 3,8 16,3 6 1,4 33 13,8 25 39,06
media 0,84 3,30 17,40 5,57 1,49 3,10 1541 25,14 39,16
SD 0,11 0,36 415 0,39 0,09 0,15 3,37 0,83 3,21
numero def.
en TBS
6 0,76 39 10,3 5,68 1,36 3,1 6,9 25 41,67
4 0,84 4 11,3 5,64 1,44 3,3 11,7 24 40,00
2 1 4,3 12,4 5,32 1,4 nd 13,6 27 67,50
3 0,8 4.8 15,7 5,64 1,44 36 14,8 25 39,06
7 0,76 4 16,8 4,76 1,32 nd 11,7 25 44,64
1 0,84 4,2 17 5,48 1,36 nd 12,8 25 48,08
5 0,8 4 23 5,08 1,4 nd 18,1 26 43,33
8 0,68 3,7 18,1 5,04 1,32 nd 16,2 25 39,06
media 0,81 4,11 15,58 5,33 1,38 3,33 13,23 25,25 45,42
SD 0,09 0,31 3,89 0,32 0,04 0,21 3,16 0,83 8,83
numero de
def. en
rhASA
26 0,76 4,3 28,5 52 1,36 nd 24 25 41,67
11 0,84 4,3 25,3 588 1,36 nd 226 24 46,15
27 0,68 4 12,7 508 1,36 nd 129 26 38,24
18 0,8 3,6 22,2 516 1,32 nd 17,2 25 48,08
14 0,72 3,4 17,7 488 132 nd 171 26 43,33
30 0,68 3,5 16,8 468 124 nd 14,3 25 44,64
24 0,76 3,6 12,7 5 1,32 nd 114 27 48,21
25 0,84 3,5 27,5 5 1,44 nd 11,9 24 40,00
media 0,76 3,78 20,43 511 1,34 nd 16,43 25,25 43,79
SD 0,06 0,35 594 033 0,05 nd 4,46 0,97 3,43

“ el ratén de tipo silvestre n.° 40 dio amplitudes bajas debido a problemas técnicos (ampl
dist = 8,0; ampl prox = 8,3); nd — duracion tras la estimulacion proximal no determinable
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Tabla 9: Evaluacién estadistica usando la prueba t de Student

Valores P
dml duraciébn ampl ondaf /at dur ampl distancia NLG
distal prox prox prox
de tipo silvestre  0,2930 0,0004 0,0449 0,1203 0,0073 nd 0,0258 nd 0,0611
sin tratar frente
a defectivos
tratados de
forma simulara
defectivos 0,1149 0,0375 0,0461 0,1121 0,0745 nd 0,0720 nd 0,3282
tratados de
forma simulara
frente a
defectivos
tratados con
rhASA
gris—diferencia estadisticamente significativa (P <0,05)

Resultados

- los siguientes cambios en el patron electrofisioldgico de los ratones defectivos son estadisticamente significativos
(defectivos de tipo silvestre frente a los tratados de forma simulada):

la duracion (de la amplitud después de la estimulacion distal) se incrementa

la amplitud (altura) después de la estimulacion distal disminuye

la latencia después de la estimulacion proximal disminuye

la amplitud (altura) después de la estimulacién proximal disminuye

- el tratamiento da como resultado los siguientes cambios estadisticamente significativos del patron (defectivos
tratados de forma simulada frente a defectivos tratados con rhASA)
e la duracion (de la amplitud después de la estimulacion distal) disminuye hacia los valores normales
e la amplitud (altura) después de la estimulacion distal se incrementa hacia los valores normales

(1) La amplitud es el resultado (suma) de los potenciales axdnicos individuales. Si todos los potenciales axénicos
pasan el electrodo de registro en el mismo punto de tiempo, la amplitud seria corta y alta. Si los potenciales pasan
en diferentes puntos de tiempo (porque algunos axones conducen rapido y otros lento), la amplitud seria amplia y
baja. En comparaciéon con los ratones de tipo silvestre, la amplitud de los ratones defectivos en ASA es mas
aplanada y extendida.

(2) Para la determinacion de la velocidad de conductancia nerviosa se mide el tiempo entre la estimulacion y el inicio
de la amplitud. Este tiempo es practicamente el mismo para los ratones defectivos y de tipo silvestre. Se puede
concluir que los ratones defectivos poseen fibras nerviosas con una velocidad de conductancia normal.

De (1) y (2) se puede concluir que los ratones defectivos tienen fibras conductoras rapidas (velocidad de
conductancia nerviosa normal), pero también una fraccidon sustancial de fibras cuya velocidad de conductancia es
mas o menos reducida (amplitud aplanada y extendida).

El tratamiento da como resultado una mejora significativa de la duracién y la altura de la amplitud. Los registros del
CMAP en el nervio ciatico de los ratones defectivos en ASA no tratados sugirieron una conduccion alterada de un
subconjunto de fibras axonales. Esto estaba indicado por una amplitud significativamente mas baja y mas amplia en
presencia de una velocidad de conduccion nerviosa normal (Fig. 16A y Fig. 17). El tratamiento disminuy6 la duracion
e incrementé la altura de la amplitud aplanada, lo que demuestra la anulacion de los efectos inhibidores. Este efecto
correctivo podria estar asociado con el papel crucial del sulfatido en la organizacién de las uniones axogliales
paranodales y la agrupacion correcta de los canales de Na* y K* dependientes de voltaje a lo largo de la axolema.
La posibilidad de revertir los cambios del CMAP mediante una exposicion comparativamente corta a la enzima
recombinante podria tener grandes implicaciones para el tratamiento de la LDM. Dado que los sintomas de PNS
prevalecen antes de la etapa final de la LDM, la TRE podria retrasar sustancialmente la progresion de la enfermedad
y mejorar la calidad de vida. Esta idea es apoyada por los datos en el cilindro giratorio en ratones, que indican una
mejora de la coordinacién motora tanto en una etapa temprana como en una etapa mas avanzada de la enfermedad
(Fig. 16B y C).
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion de arilsulfatasa A recombinante que comprende una cantidad eficaz de una glicoforma de
arilsulfatasa A recombinante, que comprende una cantidad de manosa-6-fosfato expuesta que permite la endocitosis
eficiente de la arilsulfatasa recombinante A in vivo a través de la ruta de la manosa-6-fosfato para su uso en la
reduccion de los niveles de galactosil sulfatido dentro de las células dentro del sistema nervioso central en un sujeto
que padece y/o se le ha diagnosticado leucodistrofia metacromatica, en la que la formulacién no comprende ninguno
de los siguientes:

a) un vehiculo para la administracion de arilsulfatasa A recombinante en el sistema nervioso central,
b) un componente capaz de causar la apertura o la interrupcion de la barrera hematoencefalica, y
c) una célula intacta,

en la que la formulacién es adecuada para administracion sistémica.

2. La formulacién para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que la formulaciéon es adecuada para
administracion intravenosa.

3. La formulacién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la formulacién se
administra diariamente, semanalmente, quincenalmente o mensualmente, preferentemente en la que la formulacién
se administra cada dos semanas.

4. La formulacién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
arilsulfatasa A recombinante tiene una actividad especifica de al menos 20 U/mg, preferentemente de al menos 50
U/mg, mas preferentemente de al menos 100 U/mg.

5. La formulaciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
formulacion se administra a una dosis de 0,1 a 100 mg/kg de peso corporal.

6. La formulacién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
formulacion se administra a una dosis de 0,25 a 50 mg/kg de peso corporal.

7. La formulaciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
formulacion se administra a una dosis de 1 a 25 mg/kg de peso corporal.

8. La formulaciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
arilsulfatasa A recombinante se formula en una solucion isotonica.

9. La formulaciéon para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
formulacion se administra mediante inyeccion intravenosa como un suplemento del trasplante de médula 6sea.

10. La formulacion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
formulacion reduce los niveles de galactosil sulfatido en las células dentro del sistema nervioso central
seleccionadas del grupo que consiste en fagocitos, células microgliales activadas, neuronas y oligodendroglia, mas
preferentemente en la que la formulacion reduce los niveles de galactosil sulfatido en las células del sistema
nervioso central localizadas dentro de la sustancia blanca o la sustancia gris dentro de una cualquiera de las
regiones seleccionadas del grupo que consiste en médula espinal, tronco encefalico, cerebelo, nucleos del
prosencéfalo y corteza cerebral.

11. La formulacion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
arilsulfatasa A recombinante es endocitada eficazmente in vivo en las células diana dentro de un tejido seleccionado
del grupo que consiste en higado, rifién, bazo y corazon.

12. La formulacion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
secuencia de aminoacidos de la arilsulfatasa A recombinante se selecciona del grupo que consiste en:

(a) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

(b) una porcién de la secuencia en (a), que es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A humana
recombinante; y

(c) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75 % de identidad de secuencia con una cualquiera de
las secuencias en (a) o (b), que es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A humana recombinante.

13. La formulacién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en la que la secuencia de aminoacidos de la
arilsulfatasa A recombinante es idéntica al menos en un 95 % a la SEQ ID NO: 3.
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14. La formulacién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que la secuencia de aminoacidos de la
arilsulfatasa A recombinante es idéntica al menos en un 98 % a la SEQ ID NO: 3.

15. La formulacion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
formulacion es adecuada para la administracion a un sujeto que no recibe ningun tratamiento médico adicional para
reducir los niveles de galactosil sulfatido, que comprende:

a) la administracién de una composicion que comprende un vehiculo para la administracion de arilsulfatasa A en
el sistema nervioso central,

b) la administracion de una composicion capaz de la causar apertura o interrupcion de la barrera
hematoencefalica, y

c) la administracion de una célula intacta.

16. La formulacion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la
arilsulfatasa A recombinante se produce en un sistema de cultivo celular continuo, comprendiendo el proceso:

i) cultivar una célula de mamifero capaz de producir arilsulfatasa A recombinante en medio liquido en un sistema
que comprende uno o mas biorreactores; y

ii) concentrar, purificar y formular la arilsulfatasa A recombinante mediante un proceso de purificacion que
comprende una o mas etapas de cromatografia de afinidad y/o cromatografia de intercambio i6nico;

en el que el proceso de ii) comprende las siguientes etapas:

a) poner en contacto un sobrenadante que contiene arilsulfatasa A recombinante en una columna de
cromatografia equilibrada y eluir una o mas fracciones que contienen arilsulfatasa A recombinante;

b) cargar la fraccion o fracciones de la etapa a) en otra columna de cromatografia equilibrada y eluir una o
mas fracciones que contienen arilsulfatasa A recombinante;

c) intercambiar el tampon de la arilsulfatasa A recombinante presente en la fraccion o fracciones de la etapa
b) mediante filtracién de flujo tangencial;

d) pulir la preparacion de arilsulfatasa A recombinante de la etapa c) en una o dos o mas etapas sucesivas,
comprendiendo cada etapa cargar la preparacion en una columna de cromatografia equilibrada y eluir una o
mas fracciones que contienen arilsulfatasa A recombinante;

€) pasar la fraccion o fracciones de la etapa d) a través de un filtro de reduccion viral;

f) formular la fraccidon o fracciones de la etapa e) para obtener una preparacion de arilsulfatasa A
recombinante en un tampon de formulaciéon adecuado; y

g) cargar opcionalmente la preparacion formulada de arilsulfatasa A recombinante en un recipiente adecuado
y liofilizar la muestra.

17. La formulacién para su uso de la reivindicacion 16, en la que la célula de mamifero comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica:

(a) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

(b) una porcién de la secuencia en (a), que es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A humana
recombinante; o

(c) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75 % de identidad de secuencia con una cualquiera de
las secuencias en (a) o (b) y que, al mismo tiempo, comprende una secuencia de aminoacidos, que es
enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A humana recombinante.
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