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DESCRIPCION
Tratamiento del déficit cognitivo del sindrome de Hunter para la administracion intratecal de iduronato-2-sulfatasa
ANTECEDENTES

[0001] EI sindrome de Hunter, también conocido como mucopolisacaridosis tipo 1l (MPS Il), es una enfermedad de
almacenamiento lisosomal causada por deficiencia o ausencia de enzima, iduronato-2-sulfatasa (12S). La iduronato-
2-sulfatasa interviene en la descomposicion y reciclaje de mucopolisacaridos especificos, también conocidos como
glicosaminoglicanos o GAG. Como resultado, en el sindrome de Hunter, GAG se acumula en las células de todo el
cuerpo, lo que interfiere con la funcidon normal de varias células y érganos en el cuerpo, dando como resultado una
serie de sintomas graves. En muchos casos del sindrome de Hunter, a menudo hay una gran acumulacién de GAG
en las neuronas y meninges de los individuos afectados, lo que lleva a diversas formas de sintomas del SNC,
rendimiento cognitivo deteriorado y retrasos en el desarrollo.

[0002] La terapia de reemplazo enzimatico (ERT) se ha utilizado para tratar el sindrome de Hunter. La terapia
aprobada usa la administracion intravenosa de la enzima 12S recombinante. Sin embargo, la enzima administrada
por via intravenosa generalmente no atraviesa adecuadamente la barrera hematoencefalica (BBB) hacia las células
y tejidos del SNC. Por lo tanto, el tratamiento de los sintomas del sindrome de Hunter en el SNC ha sido
especialmente desafiante. Los documentos WO 2011/163648 A1 y WO 2011/163649 A2 describen enzimas I12S para
su uso en un método para tratar el sindrome de Hunter que comprende la administracién intratecal de la enzima I2S.

SUMARIO

[0003] En el presente documento se describe una enzima iduronato-2-sulfatasa (12S) recombinante para su uso en
un método para tratar el sindrome de Hunter, en particular, el sindrome de Hunter con deterioro cognitivo basado en
la administracion intratecal de la enzima iduronato-2-sulfatasa (12S) recombinante. La presente divulgacion se basa,
en parte, en el primer estudio clinico en humanos que demuestra la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia de la
administracion intratecal de la enzima 12S en pacientes con sindrome de Hunter (MPS Il) (por ejemplo, de 3 a 12
afios de edad) Con evidencia de deterioro cognitivo. Por ejemplo, como se describe en la seccién de ejemplos a
continuacion, la administracion intratecal de la enzima I2S recombinante fue segura, bien tolerada y resulté en una
reduccion significativa de los niveles de GAG en el liquido cefalorraquideo (LCR) de los pacientes en todos los
grupos de dosis, incluida la dosis de IT tan baja como 1 mg por dosis. En muchos casos, la disminucion de GAG en
el LCR fue evidente después de la primera dosis de IT de la enzima 12S. Dado que el nivel de GAG en el LCR es un
indicador importante de la actividad farmacodinamica de 12S en el compartimento intratecal, estos resultados
demuestran que el 12S administrado por via intratecal tiene una actividad farmacodinamica inesperadamente
superior en el SNC. De acuerdo con esta observacion, el 12S administrado por via intratecal también produjo una
estabilizacion o mejoria en el rendimiento cognitivo, incluidas las funciones neurocognitivas, adaptativas y/o
ejecutivas, en varios pacientes después de recibir solo 6 meses de tratamiento con la administracion intratecal de la
enzima 12S. Este primer estudio clinico en humanos confirma que la administraciéon intratecal de la enzima I12S
recombinante es un método seguro y eficaz para tratar el sindrome de Hunter. En particular, los datos cognitivos de
este primer ensayo clinico en humanos demuestran que la administracion intratecal de la enzima 12S puede usarse
para tratar con eficacia los sintomas del sindrome de Hunter en el SNC, lo que resulta en la estabilizacion o mejora
del rendimiento cognitivo. Se contempla que una duracién mas prolongada del tratamiento en pacientes que inician
la terapia intratecal al principio de la trayectoria de deterioro del desarrollo neurolégico puede ser particularmente
eficaz en el tratamiento del deterioro cognitivo.

[0004] La presente invencion proporciona una enzima de iduronato-2-sulfatasa recombinante (12S) para su uso en
un método para tratar el sindrome de Hunter en un paciente humano, en el que la enzima 12S recombinante se
administra por via intratecal a un sujeto en necesidad de tratamiento en una dosis terapéuticamente efectiva de 10
mg o 30 mg y un intervalo de administracion mensual durante un periodo de tratamiento suficiente para (i) mejorar,
estabilizar o reducir la disminuciéon de una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas en
relacion con un control, o ii) disminuir el nivel de glicosaminoglicano (GAG) en el liquido cefalorraquideo (LCR) en
relacion con un control. Como se usa en el presente documento, los términos "mejorar”, "estabilizar" o "reducir”, o
equivalentes gramaticales, indican una evaluacion o medicion de las funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o
ejecutivas (por ejemplo, puntajes de pruebas cognitivas) que son relativos a una evaluacion o medicion de
referencia, como una evaluacién o medicién en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento, o una evaluacion
o medicion en un individuo de control (o individuos de control multiple) en ausencia del tratamiento. Un "individuo de
control" es un individuo afectado por el sindrome de Hunter como el individuo que esta siendo tratado, que tiene
aproximadamente la misma edad que el individuo que esta siendo tratado (para asegurar que las etapas de la
enfermedad, asi como la etapa de desarrollo infantil, en el el individuo tratado y el (los) individuo(s) de control son
comparables).

[0005] En algunas realizaciones, una dosis terapéuticamente eficaz adecuada, una vez administrada regularmente

en el intervalo de modo de gestion, los resultados en suero AUCss de la enzima I12S recombinante en un intervalo de
aproximadamente 200.000 a aproximadamente 1.000.000 min.ng/mL (por ejemplo, desde aproximadamente
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250.000 min.ng/mL hasta aproximadamente 900.000 min.ng/mL, desde aproximadamente 300.000 min.ng/mL hasta
aproximadamente 800.000 min.ng/mL, desde aproximadamente 350.000 min.ng/mL hasta aproximadamente
700.000 min.ng/mL, desde aproximadamente 400.000 min.ng/mL hasta aproximadamente 600.000 min.ng/mL).

[0006] En algunas realizaciones, una dosis terapéuticamente eficaz adecuada, una vez que se administra
regularmente en el intervalo de modo de gestion, los resultados de la concentracion sérica maxima (Cmax) de la
enzima 12S recombinante en un intervalo de aproximadamente 60 a aproximadamente 300 ng/ml (por ejemplo,
desde aproximadamente 70 a aproximadamente 250 ng/ml, desde aproximadamente 70 a aproximadamente 200
ng/ml, desde aproximadamente 70 a aproximadamente 150 ng/ml, desde aproximadamente 80 a aproximadamente
250 ng/ml, de aproximadamente 80 a aproximadamente 200 ng/ml, de aproximadamente 80 a aproximadamente 150
ng/ml, de aproximadamente 90 a aproximadamente 250 ng/ml, de aproximadamente 90 a aproximadamente 200
ng/ml, de aproximadamente 90 a aproximadamente 150 ng/mL).

[0007] En algunas realizaciones, el intervalo de administracion adecuada es semanal, una vez cada dos semanas,
dos veces al mes, una vez cada tres semanas, mensualmente, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses,
una vez cada cuatro meses, una vez cada cinco meses, una vez cada seis meses, dos veces al ano, una vez al afno,
0 en un intervalo variable. Como se usa en este documento, mensual es equivalente a una vez cada cuatro
semanas.

[0008] En algunas realizaciones, la administracion intratecal es a través de la punciéon lumbar. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal es a través de un reservorio de Ommaya. En algunas realizaciones, la
administracion intratecal es a través del acceso intermitente o continuo a un dispositivo de administracion intratecal
de farmacos implantado (IDDD). En algunas realizaciones, la administracion intratecal es a través del acceso
continuo a un IDDD implantado para, por ejemplo, mas de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5,4,0,4,50
5,0 horas.

[0009] En algunas realizaciones, un periodo de tratamiento es de al menos 2, 3, 4,5, 6, 8, 10, 12, 18, 24, o mas
meses. En algunas realizaciones, un periodo de tratamiento es al menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 afios o mas. En
algunas realizaciones, un periodo de tratamiento es el tiempo de vida del sujeto que se esta tratando.

[0010] En algunas formas de realizacion, una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas se
evalian mediante las Escalas de Habilidad Diferencial-Segunda Edicion (DAS-Il). En algunas realizaciones, la
evaluacion DAS-Il se realiza mediante una puntuacion bruta, una puntuacion de grupo, una puntuacion
estandarizada, un percentil de edad equivalente o un cociente de desarrollo. En algunas realizaciones, la evaluacion
DAS-II es por un puntaje de capacidad conceptual general (ACG). En algunas realizaciones, una o mas funciones
cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas son evaluadas por Bayley Scales of Infant Development Version llI
(bsID-111).

[0011] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de la enzima 12S recombinantes en
calificacién mejorada GCA o el cociente de desarrollo BSID-IIl (DQ) respecto a un control (por ejemplo, la puntuacion
pre-tratamiento de linea de base). En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S
recombinante mejora la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-III en aproximadamente 5, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 20, 25, 30 puntos 0 mas en comparacion con un control (p. ej., puntuacion inicial previa al tratamiento). En
algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante mejora la puntuacion GCA o el
cociente de desarrollo BSID-Ill en aproximadamente un 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% o mas en
comparacioén con un control (p. €j., puntuacion inicial antes del tratamiento). En algunas realizaciones, la puntuacion
GCA mejorada o el cociente de desarrollo BSID-lll esta dentro del rango de 85-105 dentro del rango de
aproximadamente 70-105 (por ejemplo, aproximadamente 75-105, 75-100, 70-100, 70-95, 70-90, 75-105, 75-100,
75-95, 75-90, 80-105, 80-100, 80-95, 80-90, 85-105, 85-100, o 85-95). En algunas realizaciones, la puntuacion GCA
mejorada o el cociente de desarrollo BSID-Ill es o mayor que aproximadamente 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, o 105 puntos. En algunas realizaciones, la puntuaciéon GCA o el cociente
de desarrollo BSID-Ill se mide después de un periodo de tratamiento de 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 0 18 meses. En
algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante mantiene la puntuacion GCA
mejorada o el cociente de desarrollo BSID-IIl durante un periodo de o mas de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, o
36 meses. Como se usa en este documento, mantener la puntuacion GCA o el cociente de desarrollo BSID-III
significa que el cambio de la puntuacion GCA o el cociente de desarrollo BSID-IIl es menor que 10,9, 8,7,6 05
puntos dentro de un periodo de 3, 6, 8, 10, 12 meses o el cambio de la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo
BSID-Ill durante un periodo de 3, 6, 8, 10, 12 meses esta dentro del 20%, 15%, 10%, 5% de la media sobre tal
periodo.

[0012] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de la enzima 12S recombinantes en la
estabilizacion de la GCA calificacion o el BSID-Ill cociente de desarrollo respecto a un control (por ejemplo, la
puntuacion pre-tratamiento de linea de base). En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S
recombinante da como resultado la estabilizacién de la puntuacion GCA o del cociente de desarrollo BSID-III en
relacion con la puntuacion inicial antes del tratamiento después de un periodo de tratamiento de o mas de 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 18 meses, o0 1, 2, 3, 4, 5, 10 afios. Como se usa en este documento, la estabilizaciéon de la
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puntuacion GCA o el cociente de desarrollo BSID-III significa que el cambio de la puntuacion GCA o el cociente de
desarrollo BSID-III desde la linea de base es inferior a 10, 9, 8, 7, 6 0 5 puntos dentro de 3, 6, 8, 10, 12 meses o el
cambio de la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-1II durante un periodo de 3, 6, 8, 10, 12 meses dentro
del 20%, 15%, 10%, 5% de la media sobre tal periodo. En algunos casos, la estabilizacion de la puntuacion de GCA
o el cociente de desarrollo BSID-lIl significa que el cambio de la puntuacion de GCA o el cociente de desarrollo
BSID-Ill desde la linea de base es inferior al 20%, 15%, 10%, 5% dentro de 3, 6, 8, 10, 12 meses. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante da como resultado la estabilizacion de la
puntuacién GCA o del cociente de desarrollo BSID-III después de la disminucién inicial de la puntuaciéon GCA o del
cociente de desarrollo BSID-lIl. Por ejemplo, la estabilizacion puede seguir después de una disminucion de no
menos del 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15% o 10% de la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-III desde
la linea de base. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante estabiliza la
puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-IIl durante un periodo de o mas de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27,
30, 33, 0 36 meses. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante estabiliza
la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-III durante un periodo de 3-36 meses (por ejemplo, 3-33, 3-30,
3-27, 3-24, 3- 21, 3-18, 3-15, 3-12, 3-9, 3-6, 6-36, 6-33, 6-30, 6-27, 6-24, 6-21, 6-18, 6-15, 6-12, 6-9 meses).

[0013] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de la enzima 12S recombinantes en
reducida disminucién de la puntuacion de GCA o cociente de desarrollo BSID-Ill. En algunas realizaciones, la
administracion intratecal de la enzima 12S recombinante da como resultado la disminucion anual de la puntuaciéon
GCA o el cociente de desarrollo BSID-IlI inferior a aproximadamente 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, o 10
puntos. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima I12S recombinante da como resultado la
disminucién anual de la puntuacion GCA o el cociente de desarrollo BSID-IlI inferior a aproximadamente 40%, 35%,
30%, 25%, 20%, 15% o 10%. En algunas realizaciones, la reduccién reducida de la puntuacién GCA o el cociente de
desarrollo BSID-III se logra después de un periodo de tratamiento de o mas de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18
meses, 0 1, 2, 3,4, 5, 10 afios.

[0014] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante adicional como
resultado una mejora o estabilizacion de una o mas funciones de adaptacién evaluadas por las Escalas de
Comportamiento Independiente-Revisado (SIB-R). En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la
enzima 12S recombinante da como resultado una mejoria o estabilizacion de una o mas funciones ejecutivas
evaluadas por el Inventario de Evaluacion de la Conducta de la Funcién Ejecutiva (BRIEF).

[0015] La presente invencion se puede usar para tratar a un sujeto de diversas edades. En algunas realizaciones, un
sujeto que esta siendo tratado tiene al menos 6 meses de edad, 12 meses de edad, al menos 18 meses de edad, 2
anos de edad, 2,5 anos de edad, 3 afios de edad, 3,5 afios de edad, 4 anos de edad, 4,5 afnos de edad, o 5 afios de
edad. En algunas realizaciones, un sujeto que esta siendo tratado tiene menos de 5 afios, 4,5, 4, 3,5, 3,2,5,201,5
afos. En algunas realizaciones, un sujeto que esta siendo tratado es menor de 12, 11, 10,9, 8, 7,6, 5,4, 3,20 1
mes de edad. En algunas realizaciones, un sujeto que esta siendo tratado es menor de 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23,
22,21, 20,19, 18, 17, 16, 15, 14,13, 12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 dia(s) de edad. En algunas realizaciones, un
sujeto que esta siendo tratado esta dentro del rango de edad de 0 meses a 8 afios, 3 meses a 8 afios, 6 meses a 8
anos, 8 meses a 8 afos, 1 afo a 8 anos, 3 meses a 7 afnos, 6 meses a 7 anos, 8 meses a 7 afios, 1 ano a 7 anos, 3
meses a 6 afos, 6 meses a 6 afos, 8 meses a 6 afos, 1 afo a 6 afos, 3 meses a 5 anos, 6 meses a 5 anos, 8
meses a 5 afios, 1 afio a 5 afnos, 3 meses a 4 anos, 6 meses a 4 afos, 8 meses a 4 afios, 1 afio a 4 afnos, 3 meses a
3 afios, 6 meses a 3 afnos, 8 meses a 3 afios, 1 afio a 3 afios, 3 meses a 2 afos, 6 meses a 2 afios, 8 meses a 2
anos, o 1 ano a 2 afos, 3 meses a 1 afio, 6 meses a 1 afio, o 8 meses a 1 ano de edad.

[0016] En algunas realizaciones, un sujeto que estd siendo tratado tiene deterioro cognitivo. En algunas
realizaciones, un sujeto que esta siendo tratado tiene una puntuacion GCA o un cociente de desarrollo BSID-III
inferior a 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 15, 10 o no comprobable antes del tratamiento. En algunas
realizaciones, un sujeto que esta siendo tratado tiene una puntuacion GCA o un cociente de desarrollo BSID-III
declinado desde la linea de base normal menos de aproximadamente 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15% o 10% antes
del tratamiento. En algunas realizaciones, un sujeto que esta siendo tratado tiene una puntuacion GCA o un cociente
de desarrollo BSID-Ill que oscila entre aproximadamente 60-100 (por ejemplo, aproximadamente 60-95, 60-90, 60-
85, 60-80, 60-75, 60- 70, 70-100, 70-95, 70-90, 70-85, 70-80, 80-100, 80-95, 80-90) antes del tratamiento.

[0017] En diversas realizaciones, la administracion intratecal se realiza conjuntamente con la administracion
intravenosa de la enzima I12S recombinante. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa de la enzima
I2S recombinante es semanal. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa de la enzima 12S
recombinante es semanal, excepto la semana en que se realiza la administracion intratecal. En algunas
realizaciones, la administracion intravenosa de la enzima recombinante 12S es quincenal, una vez cada tres
semanas, mensualmente, dos veces al mes, una vez cada dos, tres, cuatro, cinco o seis meses. En algunas
realizaciones, la administracién intravenosa de la enzima 12S recombinante es a una dosis de aproximadamente 0,1,
0,2, 0,3, 04, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o 1,0 mg/kg de peso corporal. En algunas realizaciones, la administracion
intravenosa de la enzima I2S recombinante es a una dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg de peso corporal.

[0018] En algunas realizaciones, la dosis y/o el intervalo de administracién para la administracion intratecal y/o
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intravenosa puede ser ajustado (por ejemplo, aumentado o disminuido) basado en el GCA, BSID-lll, SIB-R, y/o
calificacion BRIEF.

[0019] En diversas realizaciones, la administracion intratecal de acuerdo con la invencidon resulta en efectos
adversos graves en el sujeto. En diversas realizaciones, la administracion intratecal segun la invencion no requiere
un inmunosupresor.

[0020] Tal como se utiliza aqui, el término "disminucion", o equivalente, tal como "reducir", o equivalentes
gramaticales, indican una medicion del nivel de GAG que es relativo a una medicién de linea de base, tal como una
medicion en el mismo individuo antes de la iniciacion del tratamiento, o una medicién en un individuo control (o
individuos de control mdltiples) en ausencia del tratamiento.

[0021] Como se usa en este documento, un intervalo de administracién mensual es equivalente a la administracion
una vez cada cuatro semanas.

[0022] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima I2S recombinante da como resultado el
nivel de GAG en el CSF inferior a aproximadamente 1.000 ng/ml (por ejemplo, inferior a aproximadamente 900
ng/ml, 800 ng/ml, 700 ng/ml, 600 ng/ml, 500 ng/ml, 400 ng/ml, 300 ng/ml, 200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 10 ng/ml o
1 ng/ml).

[0023] En diversas realizaciones, la presente invencion comprende ademas una etapa de ajuste de la dosis y/o
intervalo de administracion para la administracion intratecal y/o intravenosa basado en el nivel de GAG en el CSF.
En algunas realizaciones, la etapa de ajuste comprende aumentar la dosis terapéuticamente efectiva para la
administracion intratecal si el nivel de GAG en el CSF no disminuye con respecto al control después de 6, 5,4 0 3
dosis. En algunas realizaciones, la etapa de ajuste comprende aumentar la dosis terapéuticamente eficaz para la
administracion intratecal si el nivel de GAG en el CSF no disminuye con respecto al control después de 4 dosis.

[0024] En algunas realizaciones, el uso descrito en el presente documento es para tratar a un sujeto tiene deterioro
cognitivo.

[0025] En algunas realizaciones, el uso descrito en el presente documento es para la estabilizacion o la mejora del
rendimiento cognitivo en un sujeto que tiene sindrome de Hunter.

[0026] Como se usa en esta solicitud, los términos "sobre" y "aproximadamente" se utilizan como equivalentes.
Cualquier numero utilizado en esta solicitud con o sin alrededor de/aproximadamente esta destinado a cubrir
cualquier fluctuaciéon normal apreciada por un experto en la técnica relevante.

[0027] Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la presente invencion son evidentes en la descripcion detallada
que sigue. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada, si bien indica realizaciones de la presente
invencioén, se proporciona solo a modo de ilustracién, no de limitacion.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0028] Los dibujos son para fines de ilustracion solamente, y no para limitacion.
Las Figuras 1-4 ilustran un modelo ejemplar de 12S en suero y LCR.
La Figura 5 ilustra los parametros farmacocinéticos de la poblacién a escala alométrica a modo de ejemplo para
la administracién de IT-I12S en sujetos pediatricos, después de corregir las diferencias entre los primates no

humanos y los nifios que usan un cerebro y un peso corporal.

La Figura 6 ilustra las concentraciones séricas de 12S a escala de peso corporal a modo de ejemplo, tanto en
sujetos pediatricos como en monos después de la dosificacion de IT-L.

La Figura 7 ilustra el perfil de concentracion sérica observada y predicha de 12S en pacientes pediatricos,
después de una Unica infusion V.

La Figura 8 ilustra el perfil de concentracion sérica observada y predicha de I12S en sujetos pediatricos, después
de una administracion unica de 10 mg de IT-L.

La Figura 9 ilustra el perfil de concentracion sérica observada y predicha de 12S en pacientes pediatricos
después de una administracion unica de 10 mg de IT-L. Se muestra el perfil de concentracion ejemplar tanto para
lo observado como para lo predicho, con o sin correccion para el peso del cerebro y del cuerpo.

La Figura 10 ilustra el muestreo de 12S en suero y LCR de pacientes pediatricos a lo largo de varios puntos
temporales y parametros.
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La Figura 11 ilustra el nivel proyectado de concentracion de suero I12S en un sujeto humano después de la
administracion de Tl a 1, 10, 30 y 100 mg usando un modelo humano.

La Figura 12 ilustra el nivel proyectado de concentracion de suero 12S en un sujeto humano después de la
administracion de Tl a 1, 10, 30 y 100 mg utilizando un modelo alométrico.

La Figura 13 muestra los perfiles de la concentracion 12S sérica media de los pacientes en el primer brazo en la
semana 3.

La Figura 14 muestra los perfiles de la concentracion de 12S en suero promedio de los pacientes en el primer
brazo en la semana 23.

La Figura 15 muestra los perfiles de la concentracion de I12S en suero de los pacientes en la semana 3, la
semana 23 y el mes 19.

La Figura 16 describe los niveles de liquido cefalorraquideo de GAG en pacientes tratados con 10 mg de 12S
recombinante de IT durante un periodo de 36 meses.

La Figura 17 describe los niveles de liquido cefalorraquideo de GAG en pacientes tratados con 30 mg de 12S
recombinante de IT durante un periodo de 15 meses.

La Figura 18 muestra los niveles de liquido cefalorraquideo de GAG en pacientes de ensayos clinicos tratados
con 1, 10 0 30 mg de 12S durante 27 semanas, en comparacion con el control.

La Figura 19 ilustra una puntuacién estandar de independencia estandar amplia de paciente individual ejemplar
SIB-R por edad cronolégica.

La Figura 20 ilustra instrumentos ejemplares adicionales para evaluar el rendimiento cognitivo.
La Figura 21 ilustra las subpruebas del DAS-II.
DEFINICIONES

[0029] A fin de que la presente invencidon se entienda mas facilmente, ciertos términos se definen primero a
continuacion. Las definiciones adicionales para los siguientes términos y otros términos se establecen a lo largo de
la especificacion.

[0030] Aproximadamente o alrededor de: Como se usa aqui, el término "aproximadamente" o "alrededor de", tal
como se aplica a uno o mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia
establecido. En ciertas realizaciones, el término "aproximadamente” o “alrededor de" se refiere a un rango de valores
que se encuentran dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%,
5%, 4%, 3%, 2%, 1% o menos en cualquier direccion (mayor o menor que) del valor de referencia indicado a menos
que se indique lo contrario o sea evidente en el contexto (excepto cuando dicho numero supere el 100% de un valor
posible).

[0031] Mejoria: Como se usa aqui, el término "mejora" quiere decir la prevencion, la reduccion o la paliacién de un
estado, o la mejora del estado de un sujeto. La mejora incluye, pero no requiere la recuperacion completa o la
prevencion completa de una enfermedad. En algunas realizaciones, la mejora incluye niveles crecientes de proteina
relevante o su actividad que es deficiente en tejidos de enfermedad relevantes.

[0032] Biolégicamente activos: Como se usa aqui, la frase "biolégicamente activo" se refiere a una caracteristica de
cualquier agente que tiene actividad en un sistema biolégico, y en particular en un organismo. Por ejemplo, un
agente que, cuando se administra a un organismo, tiene un efecto bioldgico en ese organismo, se considera
bioldgicamente activo. En realizaciones particulares, cuando una proteina o polipéptido es biolégicamente activo,
una porcién de esa proteina o polipéptido que comparte al menos una actividad bioldgica de la proteina o polipéptido
se denomina tipicamente una porcion "bioldgicamente activa".

[0033] Agente de carga: Como se usa aqui, el término "agente de carga" se refiere a un compuesto que afiade masa
a la mezcla liofilizada y contribuye a la estructura fisica de la torta liofilizada (por ejemplo, facilita la produccion de
una torta liofilizada esencialmente uniforme que mantiene una estructura de poro abierto). Los agentes de carga
ejemplares incluyen manitol, glicina, cloruro de sodio, hidroxietil almidén, lactosa, sacarosa, trehalosa, polietilenglicol
y dextrano.

[0034] receptor independiente de cationes de manosa-6-fosfato (CI-MPR): Como se utiliza aqui, el término "receptor

manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR)" se refiere a un receptor celular que se une a etiquetas
manosa-6-fosfato (M6P) en precursores de hidrolasa acida en el aparato de Golgi que estan destinados al transporte

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 447 T3

al lisosoma. Ademas de la manosa-6-fosfatos, el CI-MPR también se une a otras proteinas, incluido el IGF-II. El CI-
MPR también se conoce como "receptor M6P/IGF-II", "receptor CI-MPR/IGF-II", "receptor de IGF-II" o "receptor de
IGF2". Estos términos y abreviaturas de los mismos se usan de manera intercambiable en este documento.

[0035] Terapia inmunosupresora concurrente: como se usa en este documento, el término "terapia inmunosupresora
concurrente” incluye cualquier terapia inmunosupresora usada como tratamiento previo, precondicionamiento o en
paralelo a un método de tratamiento.

[0036] Diluyente: Como se usa aqui, el término "diluyente" se refiere a un vehiculo farmacéuticamente aceptable
(por ejemplo, sustancia util segura y no téxica para la administracién a un ser humano) para la preparacion de una
formulacion reconstituida diluyente. Los diluyentes ejemplares incluyen agua estéril, agua bacteriostatica para
inyeccion (BWFI), una solucion tamponada de pH (por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato), solucion
salina estéril, solucion de Ringer o solucion de dextrosa.

[0037] Forma de dosificacion: Como se utiliza aqui, los términos "forma de dosificacion" y "forma de dosificacion
unitaria" se refiere a una unidad fisicamente discreta de una proteina terapéutica para el paciente a tratar. Cada
unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico
deseado. Se entendera, sin embargo, que la dosis total de la composicion sera decidida por el médico a cargo
dentro del alcance de un buen juicio médico.

[0038] Terapia de reemplazo enzimatico (ERT): como se usa en este documento, el término "terapia de reemplazo
enzimatico (ERT)" se refiere a cualquier estrategia terapéutica que corrija una deficiencia de enzimas al proporcionar
la enzima faltante. En algunas realizaciones, la enzima faltante se proporciona mediante administracion intratecal.
En algunas realizaciones, la enzima faltante se proporciona mediante infusién en el torrente sanguineo. Una vez
administrada, la enzima es captada por las células y transportada al lisosoma, donde la enzima actua para eliminar
el material que se ha acumulado en los lisosomas debido a la deficiencia de la enzima. Tipicamente, para que la
terapia de reemplazo de enzimas lisosomales sea efectiva, la enzima terapéutica se administra a los lisosomas en
las células apropiadas en los tejidos diana donde se manifiesta el defecto de almacenamiento.

[0039] Mejorar, aumentar o reducir: Como se usa en el presente documento, los términos "mejorar”, "aumentar" o
"reducir", o equivalentes gramaticales, indican valores relativos a una medicion de linea de base, tales como una
medicién en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito en el presente documento, o una medicion
en un individuo de control (o individuos de control multiple) en ausencia del tratamiento descrito en el presente
documento. Un "individuo de control" es un individuo que padece la misma forma de enfermedad de almacenamiento
lisosomal que el individuo que esta siendo tratado, que tiene aproximadamente la misma edad que el individuo que
esta siendo tratado (para garantizar que las etapas de la enfermedad en el individuo tratado y el (los) individuos(s)
de control son comparables).

[0040] /ndividuo, sujeto, paciente: como se usa en este documento, los términos "sujeto”, "individuo" o "paciente" se
refieren a un sujeto humano o no mamifero humano. El individuo (también conocido como "paciente" o "sujeto") que
esta siendo tratado es un individuo (feto, infante, nifio, adolescente o adulto) que padece una enfermedad.

[0041] Administracion intratecal: Como se usa aqui, el término "administracion intratecal” o "inyeccion intratecal" se
refiere a una inyeccion en el canal espinal (espacio intratecal alrededor de la médula espinal). Se pueden usar varias
técnicas que incluyen, sin limitacion, la inyeccion cerebroventricular lateral a través de una perforacién o una puncién
cisternal o lumbar o similares. En algunas realizaciones, "administracion intratecal”" o "entrega intratecal" de acuerdo
con la presente invencion se refiere a la administracion o entrega de Tl a través del area o region lumbar, Es decir,
administracion o entrega de Tl lumbar. Como se usa en este documento, el término "regién lumbar" o "area lumbar"
se refiere al area entre las regiones L4-L5, L3-L4, L2-L3 y/o L2-S1 de la columna vertebral.

[0042] Polipéptido: Como se usa en el presente documento, un "polipéptido”, en general, es una cadena de al
menos dos aminoacidos unidos entre si por un enlace peptidico. En algunas realizaciones, un polipéptido puede
incluir al menos 3-5 aminoacidos, cada uno de los cuales esta unido a otros por medio de al menos un enlace
peptidico. Los expertos en la materia apreciaran que los polipéptidos a veces incluyen aminoacidos "no naturales" u
otras entidades que, sin embargo, son capaces de integrarse en una cadena polipeptidica, opcionalmente.

[0043] Enzima de sustitucion: Segun se usa aqui, el término "enzima de sustitucion" se refiere a cualquier enzima
que puede actuar para reemplazar al menos en parte la enzima deficiente o que falta en una enfermedad a tratar. En
algunas realizaciones, el término "enzima de reemplazo" se refiere a cualquier enzima que puede actuar para
reemplazar al menos en parte la enzima lisosomal deficiente o faltante en una enfermedad de almacenamiento
lisosomal a tratar. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo es capaz de reducir los materiales
acumulados en los lisosomas de mamiferos o que pueden rescatar o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad
de almacenamiento lisosomal. Las enzimas de reemplazo adecuadas para la invenciéon incluyen enzimas
lisosébmicas modificadas o de tipo silvestre y pueden producirse usando métodos recombinantes y sintéticos o
purificados de fuentes naturales. Una enzima de reemplazo puede ser una enzima recombinante, sintética, activada
por genes o natural.
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[0044] Soluble: Como se usa aqui, el término "soluble" se refiere a la capacidad de un agente terapéutico para
formar una solucién homogénea. En algunas realizaciones, la solubilidad del agente terapéutico en la solucién en la
que se administra y por la cual se transporta al sitio de accion diana (por ejemplo, las células y los tejidos del
cerebro) es suficiente para permitir el suministro de un agente terapéutico. Cantidad efectiva del agente terapéutico
al sitio de accioén diana. Varios factores pueden impactar la solubilidad de los agentes terapéuticos. Por ejemplo, los
factores relevantes que pueden afectar la solubilidad de la proteina incluyen la fuerza idnica, la secuencia de
aminoacidos y la presencia de otros agentes o sales de co-solubilizacion (por ejemplo, sales de calcio). En algunas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan de manera que las sales de calcio se excluyen de tales
composiciones. En algunas realizaciones, los agentes terapéuticos de acuerdo con la presente invencién son
solubles en su correspondiente composicién farmacéutica. Se apreciara que, si bien las soluciones isoténicas son
generalmente preferidas para los medicamentos administrados por via parenteral, el uso de soluciones isoténicas
puede limitar la solubilidad adecuada para algunos agentes terapéuticos y, en particular, algunas proteinas y/o
enzimas. Las soluciones ligeramente hiperténicas (por ejemplo, hasta 175 mM de cloruro de sodio en 5 mM de
fosfato de sodio a pH 7,0) y las soluciones que contienen azucar (por ejemplo, hasta el 2% de sacarosa en 5 mM de
fosfato de sodio a pH 7,0) han demostrado ser bien toleradas en los monos. Por ejemplo, la composicion de
formulacién de bolo del SNC aprobada mas comun es la solucion salina (150 mM NaCl en agua).

[0045] Estabilidad: Como se usa en el presente documento, el término "estable" se refiere a la capacidad del agente
terapéutico (por ejemplo, una enzima recombinante) para mantener su eficacia terapéutica (por ejemplo, toda o la
mayoria de su actividad bioldgica y/o integridad fisicoquimica pretendidas) durante periodos prolongados de tiempo.
La estabilidad de un agente terapéutico y la capacidad de la composicion farmacéutica para mantener la estabilidad
de dicho agente terapéutico pueden evaluarse durante largos periodos de tiempo (por ejemplo, durante al menos 1,
3, 6, 12, 18, 24, 30, 36 meses o mas). En general, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente
documento se han formulado de modo que sean capaces de estabilizar, o alternativamente retardar o prevenir la
degradacién, de uno o mas agentes terapéuticos formulados con las mismas (por ejemplo, proteinas
recombinantes). En el contexto de una formulacidon, una formulacién estable es aquella en la que el agente
terapéutico conserva esencialmente su integridad fisica y/o quimica y su actividad biolégica durante el
almacenamiento y durante los procesos (como la congelacién/descongelacion, la mezcla mecanica y la liofilizacion).
Para la estabilidad de la proteina, se puede medir mediante la formacion de agregados de alto peso molecular
(HMW), pérdida de actividad enzimatica, generacion de fragmentos de péptidos y desplazamiento de los perfiles de
carga.

[0046] Asunto: Como se usa aqui, el término "sujeto” se refiere a cualquier mamifero, incluyendo seres humanos. En
ciertas realizaciones de la presente invencion, el sujeto es un adulto, un adolescente o un nifio. La presente
invencion también contempla la administracion de las composiciones farmacéuticas y/o el rendimiento de los
métodos de tratamiento en el Utero.

[0047] Homologia sustancial: la frase "homologia sustancial" se usa en el presente documento para referirse a una
comparacion entre secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la técnica,
generalmente se considera que dos secuencias son "sustancialmente homélogas" si contienen residuos homaélogos
en las posiciones correspondientes. Los residuos homdlogos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los
residuos homologos pueden ser residuos no idénticos que tendran caracteristicas estructurales y/o funcionales
apropiadamente similares. Por ejemplo, como saben bien los expertos en la técnica, ciertos aminoacidos se
clasifican tipicamente como aminoacidos "hidréfobos" o "hidrofilos”, y/o tienen cadenas laterales "polares” o "no
polares" La sustitucion de un aminoacido por otro del mismo tipo a menudo puede considerarse una sustitucion
"homologa".

[0048] Como es bien conocido en esta técnica, secuencias de aminoacidos o de acido nucleico se pueden comparar
usando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos comerciales
como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, gappedBLAST, y PSI-BLAST para secuencias de
aminoacidos. Ejemplares de programa tales como Alschul, et al., Basic local alignment search tool, J. Mol. Biol., 215
(3): 403-410, 1990; Altschul, et al., Methods in Enzymology; Altschul, et al., "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997; Baxevanis, et al.,
Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley, 1998; and Misener, et al., (eds.),
Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana Press, 1999. Ademas de
identificar secuencias homdlogas, los programas mencionados anteriormente tipicamente proporcionan una
indicacion del grado. de homologia. En algunas realizaciones, dos secuencias se consideran sustancialmente
homalogas si al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o mas de sus residuos correspondientes son homologos en un tramo de residuos relevante. En algunas
realizaciones, el estiramiento relevante es una secuencia completa. En algunas realizaciones, el estiramiento
relevante es al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200,
225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o mas residuos.

[0049] /dentidad sustancial: La frase "identidad sustancial" se utiliza aqui para referirse a una comparacion entre

secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la técnica, generalmente se
considera que dos secuencias son "sustancialmente idénticas" si contienen residuos idénticos en las posiciones
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correspondientes. Como es bien sabido en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos pueden
compararse utilizando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos
comerciales tales como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, BLAST con espacios y PSI-BLAST
para secuencias de aminoacidos. Ejemplos de tales programas se describen en Altschul, et al., Basic local alignment
search tool, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, et al., Methods in Enzymology; Altschul et al., Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402, 1997; Baxevanis et al., Bioinformatics : A Practical Guide to the Analysis of Genes and
Proteins, Wiley, 1998; and Misener, et al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular
Biology, Vol. 132), Humana Press, 1999. Ademas de identificar secuencias idénticas, los programas mencionados
anteriormente tipicamente proporcionan una indicacion del grado de identidad. En algunas realizaciones, dos
secuencias se consideran sustancialmente idénticas si al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de sus residuos correspondientes son idénticos sobre un
tramo de residuos relevante. En algunas realizaciones, el estiramiento relevante es una secuencia completa. En
algunas realizaciones, el estiramiento relevante es al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o mas residuos.

[0050] Tejidos diana: Como se usa aqui, el término "tejidos diana" se refiere a cualquier tejido que es afectado por la
enfermedad de almacenamiento lisosomal que se ha de tratar o cualquier tejido en el que se expresa normalmente
la enzima lisosomal deficiente. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que existe
una cantidad detectable o anormalmente alta de sustrato enzimatico, por ejemplo, almacenado en los lisosomas
celulares del tejido, en pacientes que padecen o son susceptibles a la enfermedad de almacenamiento lisosomal. En
algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos que muestran patologia, sintoma o caracteristica
asociada con la enfermedad. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que la
enzima liso-somal deficiente se expresa normalmente a un nivel elevado. Como se usa en el presente documento,
un tejido diana puede ser un tejido diana cerebral, un tejido diana de la médula espinal y/o un tejido diana periférico.
Los tejidos diana ejemplares se describen en detalle a continuacion.

[0051] Resto terapéutico: como se usa en el presente documento, el término "resto terapéutico” se refiere a una
porcién de una molécula que produce el efecto terapéutico de la molécula. En algunas realizaciones, un resto
terapéutico es un polipéptido que tiene actividad terapéutica.

[0052] Cantidad terapéuticamente eficaz: Como se usa aqui, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere
a una cantidad de una proteina terapéutica (por ejemplo, enzima de sustitucion) que confiere un efecto terapéutico
sobre el sujeto tratado, a una razén beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. El efecto
terapéutico puede ser objetivo (es decir, medible mediante alguna prueba o marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto
da una indicacién de o siente un efecto). En particular, la "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una
cantidad de una proteina o composicion terapéutica eficaz para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o afeccion
deseada, o para exhibir un efecto terapéutico o preventivo detectable, tal como mediante la mejora de los sintomas.
asociado con la enfermedad, previniendo o retrasando el inicio de la enfermedad, y/o también disminuyendo la
severidad o frecuencia de los sintomas de la enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz se administra
comunmente en un régimen de dosificacion que puede comprender multiples dosis unitarias. Para cualquier proteina
terapéutica particular, una cantidad terapéuticamente eficaz (y/o una dosis unitaria apropiada dentro de un régimen
de dosificacion eficaz) puede variar, por ejemplo, dependiendo de la via de administracion, en combinacion con otros
agentes farmacéuticos. Ademas, la cantidad terapéuticamente efectiva especifica (y/o la dosis unitaria) para
cualquier paciente en particular puede depender de una variedad de factores que incluyen el trastorno que se esta
tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del agente farmacéutico especifico empleado; la composicion
especifica empleada; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de
administracion, la via de administracion y/o la tasa de excrecidon o metabolismo de la proteina de fusion especifica
empleada; la duracién del tratamiento; y factores similares bien conocidos en las artes médicas.

[0053] Tolerable: Como se usa en el presente documento, los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se refieren a la
capacidad de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para no provocar una reaccién adversa en
el sujeto al que tal composicion es administrada, o alternativamente, para no provocar una reaccion adversa grave
en el sujeto a quien se administra dicha composicion. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de
la presente invencion son bien toleradas por el sujeto al que se administran tales composiciones.

[0054] Tratamiento: Como se utiliza aqui, el término "tratamiento” (también "tratar" o "tratado") se refiere a cualquier
administracion de una proteina terapéutica (por ejemplo, enzima lisosomal) que parcial o completamente alivia,
mejora, inhibe, retrasa la aparicion, reduce la gravedad y/o reduce la incidencia de uno o mas sintomas o
caracteristicas de una enfermedad, trastorno y/o condiciéon en particular (por ejemplo, el sindrome de Hunters).
Dicho tratamiento puede ser de un sujeto que no muestre signos de la enfermedad, trastorno y/o afeccién relevantes
y/o de un sujeto que muestre solo signos tempranos de la enfermedad, trastorno o afecciéon. Alternativa o
adicionalmente, tal tratamiento puede ser de un sujeto que exhibe uno o mas signos establecidos de la enfermedad,
trastorno y/o afeccion relevantes.

DESCRIPCION DETALLADA
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[0055] La presente divulgacion proporciona, entre otras cosas, una enzima recombinante iduronato-2-sulfatasa (12S)
para uso en un método eficaz para tratar el sindrome de Hunter, en particular, el sindrome de Hunter con el deterioro
cognitivo basado en la administracion intratecal de enzima iduronato-2-sulfatasa recombinante (12S). La presente
invencion proporciona una enzima iduronato-2-sulfatasa (I12S) recombinante para usar en un método para tratar el
sindrome de Hunter en un paciente humano mediante la administracion por via intratecal a un sujeto que necesita
tratamiento de una enzima iduronato-2-sulfatasa (12S) recombinante a una dosis terapéuticamente efectiva de 10 mg
o0 30 mg y un intervalo de administracion mensual durante un periodo de tratamiento suficiente para mejorar,
estabilizar o reducir la disminucién de una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas en
relacion con un control (por ejemplo, evaluacién de linea de base o medicién previa al tratamiento) y/o para disminuir
el nivel de glicosaminoglicano (GAG) en el liquido cefalorraquideo (LCR) en relacién con un control (p. €j.,
evaluacion o medicion inicial previa al tratamiento). En algunas realizaciones, la administracion intratecal se realiza
junto con la administracion intravenosa.

[0056] Se describen varios aspectos de la invencion en detalle en las siguientes secciones. El uso de secciones no
pretende limitar la invencién. Cada seccién puede aplicarse a cualquier aspecto de la invencion. En esta aplicacion,
el uso de "0" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario.

Enzima de iduronato-2-sulfatasa recombinante (12S)

[0057] Tal como se utiliza aqui, el término "enzima de iduronato-2-sulfatasa recombinante (12S)" abarca cualquier
molécula o una porciéon de una molécula que puede sustituir a la actividad de la enzima de iduronato-2-sulfatasa
(12S) de origen natural o rescatar uno o mas fenotipos o sintomas asociados con la deficiencia de 12S. En algunas
realizaciones, una enzima 12S recombinante adecuada para la invencion es un polipéptido que tiene un extremo Ny
un extremo C y una secuencia de aminoacidos sustancialmente similar o idéntica a la proteina 12S humana madura.
Los términos "proteina" y "enzima" se usan de manera intercambiable en relacion con 12S. Una enzima o proteina
recombinante también se conoce como enzima o proteina de reemplazo en esta aplicacion.

[0058] Tipicamente, la proteina 12S humana es producida como una forma precursora. La forma precursora del I12S
humano contiene un péptido sefial (residuos de aminoacidos 1-25 del precursor de longitud completa), un pro-
péptido (residuos de aminoacidos 26-33 del precursor de longitud completa) y una cadena (residuos 34-550) del
precursor de longitud completa) que puede procesarse adicionalmente en la cadena de 42 kDa (residuos 34-455 del
precursor de longitud completa) y la cadena de 14 kDa (residuos 446-550 del precursor de longitud completa).
Normalmente, la forma precursora también se denomina precursora de longitud completa o proteina I12S de longitud
completa, que contiene 550 aminoacidos. Las secuencias de aminoacidos de la forma madura (SEQ ID NO: 1) que
tienen el péptido sefal eliminado y el precursor de longitud completa (SEQ ID NO: 2) de una proteina 12S humana
de tipo natural o natural tipica se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Iduronato-2-sulfatasa humana

Forma SETQANSTTDALNVLLIIVDDLRPSLGCYGDKLVRSPNIDOLASHSLLFONAFA
madura QOAVCAPSRVSFLTGRRPDTTRLYDFNSYWRVHAGNFSTI POYFKENGYVTMSYV
GKVFHPGISSNHTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTETCRGPDGELHANLLCPVD
VLDVPEGTLPDKQSTEQAIQLLEKMKTSAS PFFLAVGYHKPHI PFRY PKEFQKL
YPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRCREDVOALNI SVPYGPIPVDFORK
IROSYFASVSYLDTOVGRLLSALDDLOLANSTI IAFTS DHGWALGEHGEWAKYS
NFDVATHVPLIFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPFDSASQLME PGROSMDLVEL
VSLFPTLAGLAGLOVPPRCPVPSFHVELCREGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNP
RELIAYSQYPRPSDIPOWNSDKPSLKDIKIMGYSIRTIDYRY TVWVGFNPDEFL
ANFSDIHAGELYFVDSDPLODHNMYNDSQGGDLFOLLMP (SEQ ID NO:1)

Precursor de | 1pppPRTGRGLIWLGLVLSSVCVALGSETOANS TTDALNYLLI IVDDLRPSLGCY
longitud GDKLVRSPNIDOLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSFLTGRRPDTTRLYDEFNSY
completa WRVHAGNFSTIPOYFKENGYVTMSVGKVFHPGISSNHTDDSPYSHSFRPPYHESS
EKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVLDVPEGTLPDKOSTECATIQLLEKMKTSA
SPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFOKLYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPHMDI
ROREDVQALNISVPYGPIPVDFQRKIRQSYFASVSYLDTOVGRLLSALDDLOLA
NSTITAFTSDHGWALGEHGEWAKY SNFDVATHYPLIFYVPGRTASLPEAGEKLE
PYLDPFDSASQLMEPGROSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOVPPRCPVPSFHEVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPSDI POWNSDEESLEDIK
IMGYSIRTIDYRYTVHWVGENPDEFLANFSDIHAGELYFVYDSDPLODHNMYNDSO
GGDLFOLLMP (SEQ ID HO:2)

[0059] Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima I2S recombinante adecuada para la presente invencion es
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la proteina madura 12S humana (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una enzima 12S recombinante adecuada
puede ser un homologo o un analogo de la proteina 12S humana madura. Por ejemplo, un homdélogo o un analogo
de la proteina 12S humana madura puede ser una proteina 12S humana madura modificada que contiene una o mas
sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos en comparaciéon con una proteina 12S de tipo natural o
natural (por ejemplo, SEQ ID NO: 1), mientras se conserva una actividad sustancial de la proteina 12S. Por lo tanto,
en algunas realizaciones, una enzima I2S recombinante adecuada para la presente invencion es sustancialmente
homdloga a la proteina 12S humana madura (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una enzima 12S
recombinante adecuada para la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%. 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homdlogo a la SEQ ID
NO: 1. En algunas realizaciones, una enzima 12S recombinante adecuada para la presente invencion es
sustancialmente idéntica a la proteina 12S humana madura (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una enzima
I2S recombinante adecuada para la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%. 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la SEQ
ID NO: 1. En algunas realizaciones, una enzima 12S recombinante adecuada para la presente invencién contiene un
fragmento o una porcién de proteina 12S humana madura.

[0060] Alternativamente, un I2S recombinantes enzima adecuada para la presente invencion es la proteina 12S de
longitud completa. En algunas realizaciones, una enzima I12S recombinante adecuada puede ser un homdlogo o un
analogo de la proteina 12S humana de longitud completa. Por ejemplo, un homélogo o un analogo de la proteina 12S
humana de longitud completa puede ser una proteina 12S humana de longitud completa modificada que contiene
una o mas sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos en comparacién con una proteina de tipo
silvestre o proteina 12S natural de longitud completa (por ejemplo, SEQ ID NO: 2), al tiempo que conserva una
actividad sustancial de la proteina 12S. Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima 12S recombinante
adecuada para la presente invencion es sustancialmente homdloga a la proteina 12S humana de longitud completa
(SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, una enzima 12S recombinante adecuada para la presente invencion tiene
una secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%. 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas homologo a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, una enzima 12S
recombinante adecuada para la presente invencion es sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, una enzima |2S recombinante adecuada para la presente invencién tiene una secuencia de
aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%. 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o mas idéntico a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, una enzima |12S recombinante adecuada
para la presente invencion contiene un fragmento o una porcion de proteina 12S humana de longitud completa.
Como se usa en este documento, una proteina 12S de longitud completa contiene tipicamente una secuencia de
péptido sefal.

[0061] Una enzima 12S recombinante adecuado para la presente invencion se pueden producir por cualquier medio
disponible. Por ejemplo, las enzimas de reemplazo pueden producirse de forma recombinante utilizando un sistema
de células huésped disefiado para expresar un acido nucleico que codifica enzimas de reemplazo. Alternativa o
adicionalmente, las enzimas 12S recombinantes pueden producirse activando genes enddgenos. Alternativa o
adicionalmente, las enzimas |12S recombinantes pueden prepararse parcial o totalmente mediante sintesis quimica.
Alternativa o adicionalmente, las enzimas [2S recombinantes también pueden purificarse a partir de fuentes
naturales.

[0062] Cuando las enzimas se producen recombinantemente, puede usarse cualquier sistema de expresion. Para
dar unos pocos ejemplos, los sistemas de expresion conocidos incluyen, por ejemplo, células de huevo, baculovirus,
plantas, levaduras o mamiferos.

[0063] En algunas realizaciones, las enzimas adecuadas para la presente invencién se producen en células de
mamifero. Los ejemplos no limitantes de células de mamiferos que pueden usarse de acuerdo con la presente
invencion incluyen la linea de mieloma de ratén BALB/c (NSO/I, N° ECACC: 85110503); retinoblastos humanos
(PER.C6, CruCell, Leiden, Paises Bajos); linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); linea de rifidn embrionario humano (293 o 293 células subclonadas para el crecimiento en cultivo en
suspension, Graham et al., J. Gen Virol., 36: 59,1977); linea celular de fibrosarcoma humano (por ejemplo, HT1080);
células de rifion de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino +/- DHFR (CHO, Urlaub
y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU, 77: 4216, 1980); células de sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:
243-251, 1980); células de rifion de mono (CV1 ATCC CCL 70); Células de rifion de mono verde africano (VERO-76,
ATCC CRL-1 587); células de carcinoma cervical humano (HeLa, ATCC CCL 2); células renales caninas (MDCK,
ATCC CCL 34); células del higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células pulmonares humanas (W138,
ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC
CCL51); células TRI (Mather et al., Annals NY Acad. Sci., 383: 44-68, 1982); MRC 5 células; células FS4; y una
linea de hepatoma humano (Hep G2).

[0064] En algunas realizaciones, las enzimas I2S recombinantes adecuadas para la presente invencién se producen

a partir de células humanas. En algunas realizaciones, las enzimas 12S recombinantes adecuadas para la presente
invencion se producen a partir de células CHO.
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[0065] En algunas realizaciones, las enzimas 12S recombinantes adecuadas para la presente invencion contienen un
resto que se une a un receptor en la superficie de las células del cerebro para facilitar la captacion celular y/u
orientacion lisosomal. Por ejemplo, dicho receptor puede ser el receptor de manosa-6-fosfato (CI-MPR)
independiente de cation que se une a los residuos de manosa-6-fosfato (M6P). Ademas, el CI-MPR también se une
a otras proteinas, incluido el IGF-Il. En algunas realizaciones, una enzima I2S recombinante adecuada para la
presente invencion contiene residuos M6P en la superficie de la proteina. En algunas realizaciones, una enzima 12S
recombinante adecuada para la presente invencion puede contener oligosacaridos bis-fosforilados que tienen mayor
afinidad de unién al CI-MPR. En algunas realizaciones, una enzima I2S recombinante adecuada contiene hasta
aproximadamente un promedio de aproximadamente al menos 20% de oligosacaridos bis-fosforilados por enzima.
En otras realizaciones, una enzima adecuada puede contener aproximadamente 10%, 15%, 18%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% de oligosacaridos bisfosforilados por enzima. Mientras que tales oligosacaridos
bis-fosforilados pueden estar presentes de forma natural en la enzima, debe observarse que las enzimas pueden
modificarse para poseer tales oligosacaridos. Por ejemplo, ciertas enzimas 12S recombinantes adecuadas pueden
ser modificadas por ciertas enzimas que son capaces de catalizar la transferencia de N-acetilglucosamina-L-fosfato
de UDP-GIcNAc a la posicién 6’ de las cepas unidas a a2,2 en enzimas lisosomales. Los métodos y composiciones
para producir y usar dichas enzimas se describen, por ejemplo, en Canfield et al. en la patente de EE.UU. N°
6.537.785, y la patente de EE.UU. N° 6.534.300.

[0066] En algunas realizaciones, las enzimas [12S recombinantes para uso en la presente invencion pueden
conjugarse o fusionarse a un resto lisosémico que es capaz de unirse a un receptor en la superficie de las células
cerebrales. Un resto de direccionamiento lisosomal adecuado puede ser IGF-l, IGF-ll, RAP, p97, y variantes,
homologos o fragmentos de los mismos (por ejemplo, incluyendo aquellos péptidos que tienen una secuencia al
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95% idéntico a una secuencia peptidica humana de tipo silvestre IGF-I, IGF-II,
RAP, p97).

[0067] En algunas realizaciones, las enzimas 12S recombinantes adecuadas para la presente invencién no se han
modificado para mejorar el suministro o transporte de tales agentes a través de la BBB y en el SNC.

Administracion intratecal

[0068] En algunas realizaciones, una enzima 12S recombinante se entrega en el SNC mediante la administracion en
el liquido cefalorraquideo (LCR) de un sujeto en necesidad de tratamiento. En algunas realizaciones, la
administracion intratecal se usa para administrar una enzima de reemplazo deseada en el CSF. Como se usa en
este documento, la administracion intratecal (también denominada inyeccion intratecal) se refiere a una inyeccion en
el canal espinal (espacio intratecal que rodea la médula espinal). Se pueden usar varias técnicas que incluyen, sin
limitacién, la inyeccidon cerebroventricular lateral a través de una perforacion o una puncién cisternal o lumbar o
similares. Los métodos ejemplares se describen en la solicitud internacional WO2011/163648, titulada "CNS Delivery
of Therapeutic Agents".

[0069] Segun la presente invencion, una enzima I2S recombinante se puede inyectar en cualquier region que rodea
el canal espinal. En algunas realizaciones, se inyecta una enzima en el area lumbar o la cisterna magna o
intraventricular en un espacio ventricular cerebral. Como se usa en este documento, el término "region lumbar" o
"area lumbar" se refiere al area entre las vértebras lumbares tercera y cuarta (parte inferior de la espalda) y, mas
inclusivamente, la regién L2-S 1 de la columna vertebral. Por lo general, la inyeccion intratecal a través de la region
lumbar o area de madera también se conoce como "administracion de Tl lumbar" o "administracion de Tl lumbar". El
término "cisterna magna" se refiere al espacio alrededor y debajo del cerebelo a través de la abertura entre el craneo
y la parte superior de la columna vertebral. Por lo general, la inyeccion intratecal a través de la cisterna magna
también se conoce como "entrega de cisterna magna". El término "ventriculo cerebral" se refiere a las cavidades en
el cerebro que son continuas con el canal central de la médula espinal. Tipicamente, las inyecciones a través de las
cavidades del ventriculo cerebral se conocen como administracion cerebral intravetricular (ICV).

[0070] En algunas realizaciones, "administracion intratecal” o "entrega intratecal", de acuerdo con la presente
invencion se refiere a la administracion o entrega lumbar de TI, por ejemplo, la entrega entre las vértebras lumbares
tercera y cuarta (espalda baja) y, mas inclusivamente, la regién L2-S1 de la columna vertebral. Se contempla que la
administracion o el suministro de Tl lumbar distingue el suministro de cisterna magna en que la administracion o el
suministro de Tl lumbar de acuerdo con nuestra invencién proporciona un suministro mejor y mas efectivo al canal
espinal distal, mientras que el suministro de cisterna magna, entre otras cosas, tipicamente no se administra bien al
canal espinal distal. En algunas realizaciones, la administracion intratecal se realiza en las regiones L5-L6, L4-L5,
L3-L4, L2-L3 y/o L2-S1 de la columna vertebral.

Formulaciones para la administracion de Tl

[0071] En algunas realizaciones, una cantidad deseada de enzima |12S recombinante se entrega en una formulacion
adecuada para la administracion intratecal. Las formulaciones particularmente Utiles son capaces de solubilizar altas
concentraciones de enzima I2S recombinante y se caracterizan ademas por una estabilidad mejorada y una mejor
tolerabilidad cuando se administran por via intratecal al SNC de un sujeto que lo necesita. Como se usa en el
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presente documento, el término "soluble" en lo que se refiere a una enzima I2S recombinante se refiere a la
capacidad de la enzima I2S recombinante para formar una solucién homogénea.

[0072] Por lo tanto, las formulaciones adecuadas para la administracion intratecal pueden contener una enzima 12S
recombinante a diversas concentraciones. En algunas realizaciones, las formulaciones adecuadas pueden contener
una enzima I2S recombinante en una concentracion de hasta aproximadamente 300 mg/ml (por ejemplo, hasta
aproximadamente 250 mg/ml, hasta aproximadamente 200 mg/ml, hasta aproximadamente 150 mg/ml, hasta a
aproximadamente 100 mg/ml, hasta aproximadamente 90 mg/ml, hasta aproximadamente 80 mg/ml, hasta
aproximadamente 70 mg/ml, hasta aproximadamente 60 mg/ml, hasta aproximadamente 50 mg/ml, hasta
aproximadamente 40 mg/ml, hasta aproximadamente 30 mg/ml, hasta aproximadamente 25 mg/ml, hasta
aproximadamente 20 mg/ml, hasta aproximadamente 10 mg/ml). En algunas realizaciones, las formulaciones
adecuadas pueden contener una enzima I2S recombinante a una concentracién que oscila entre aproximadamente
0-300 mg/ml (por ejemplo, aproximadamente 1-250 mg/ml, aproximadamente 1-200 mg/ml, aproximadamente 1-150
mg/ml), aproximadamente 1-100 mg/ml, aproximadamente 10-100 mg/ml, aproximadamente 10-80 mg/ml,
aproximadamente 10-70 mg/ml, aproximadamente 1-60 mg/ml, aproximadamente 1-50 mg/ml, aproximadamente 10-
150 mg/ml, aproximadamente 1-30 mg/ml). En algunas realizaciones, las formulaciones adecuadas para
administracion intratecal pueden contener una enzima 12S recombinante en una concentracién de aproximadamente
1 mg/ml, 3 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml,
200 mg/ml, 250 mg/ml o 300 mg/ml.

[0073] En algunas realizaciones, se utilizan soluciones isotdnicas. En algunas realizaciones, soluciones ligeramente
hipertonicas (por ejemplo, hasta 300 mM (por ejemplo, hasta 250 mM, 200 mM, 175 mM, 150 mM, 125 mM) en
fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) y soluciones que contienen azucar (por ejemplo, hasta un 3% (p. €j., hasta un 2,4%,
2,0%, 1,5%, 1,0%) de sacarosa en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) se ha demostrado que es bien tolerado en
monos. En algunas realizaciones, una composicion de formulacion de bolo del SNC adecuada es solucién salina
(por ejemplo, NaCl 150 mM en agua).

[0074] Como ejemplos no limitantes, la Tabla 2 abajo enumera pH y excipientes ejemplares adecuados para el
mantenimiento de la solubilidad y estabilidad de un 12S recombinante en una formulacién para la administracion
intratecal.

Tabla 2. Ejemplares de pH y excipientes.

Parametro Intervalol/tipo tipico Razon fundamental
pH 4a8,0 Para estabilidad
Algunas veces también para la solubilidad
Tipo de tampdn | acetato, succinato, citrato, | Para mantener el pH éptimo
histidina, fosfato o Tris También puede afectar la estabilidad
Concentracion 5-50 mM Para mantener el pH
de tampén También puede estabilizar o agregar fuerza
idnica
Tonificante NaCl, aztiicares, manitol Para producir soluciones isoosméticas o
isotonicas
Surfactante Polisorbato 20, polisorbato 80 Para estabilizar contra las interfaces y el corte
Otro Aminoacidos (por ejemplo, | Para una mayor solubilidad o estabilidad
arginina) de decenas a cientos
de mM

[0075] En algunas realizaciones, las formulaciones adecuadas para la presente invencion contienen una cantidad de
tampon suficiente para mantener el pH 6ptimo de dicha formulacién entre aproximadamente 4,0-8,0, entre
aproximadamente 5,0-7,5, entre aproximadamente 5,5-7,0, entre aproximadamente 6,0-7,0 y entre
aproximadamente 6,0-7,5. Los tampones adecuados incluyen, por ejemplo, acetato, succinato, citrato, fosfato, otros
acidos organicos y tris(hidroximetillaminometano ("Tris"). Las concentraciones de tampén adecuadas pueden ser de
aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 50 mM, o de
aproximadamente 3 mM a aproximadamente 20 mM, dependiendo, por ejemplo, del tampdn y la isotonicidad
deseada de la formulacion. En algunas realizaciones, un agente tampon adecuado esta presente a una
concentracion de aproximadamente 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM,
50 mM, 55 mM, 60 mM, 65 mM, 70 mM, 75 mM, 80 mM, 85 mM, 90 mM, 95 mM o 100 mM. En realizaciones
particulares, una formulaciéon adecuada para la presente invencion contiene menos de aproximadamente 50 mM (por
ejemplo, menos de aproximadamente 45 mM, 40 mM, 35 mM, 30 mM, 25 mM, 20 mM, 15 mM, 10 mM o 5 mM) de
fosfato (por ejemplo, fosfato de sodio).

[0076] En algunas realizaciones, las formulaciones contienen un agente de isotonicidad para mantener las

formulaciones isotdnicas. Tal como se usa en relacion con la administracion de Tl, por "isotdnico" se entiende que la
formulacién de interés tiene esencialmente la misma osmolaridad que el CSF humano. Las formulaciones isoténicas
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generalmente tendran una osmolaridad de aproximadamente 240 mOsm/kg a aproximadamente 350 mOsm/kg. La
isotonicidad se puede medir utilizando, por ejemplo, osmémetros de presion de vapor o de punto de congelacion.
Los agentes de isotonicidad ejemplares incluyen, pero no se limitan a, glicina, sorbitol, manitol, cloruro de sodio y
arginina. En algunas realizaciones, los agentes isotonicos adecuados pueden estar presentes en formulaciones a
una concentracion de aproximadamente 0,01 - 5% (por ejemplo, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1,0, 1,25,
1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 4,0 0 5,0%) en peso.

[0077] En algunas realizaciones, las formulaciones pueden contener un agente estabilizante para proteger la
proteina. Tipicamente, un agente estabilizante adecuado es un azlcar no reductor tal como sacarosa, rafinosa,
trehalosa o aminoacidos tales como glicina, arginina y metionina. La cantidad de agente estabilizante en una
formulacién es generalmente tal que la formulacion sera isoténica. Sin embargo, las formulaciones hiperténicas
también pueden ser adecuadas. Ademas, la cantidad de agente estabilizante no debe ser demasiado baja, de modo
que se produzca una cantidad inaceptable de degradacion/agregacion del agente terapéutico. Las concentraciones
ejemplares de agentes estabilizantes en la formulaciéon pueden variar de aproximadamente 1 mM a
aproximadamente 400 mM (por ejemplo, de aproximadamente 30 mM a aproximadamente 300 mM y de
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100 mM), o alternativamente, de 0,1% a 15% (por ejemplo, del 1% al
10%, del 5% al 15%, del 5% al 10% en peso. En algunas realizaciones, la proporcion de la cantidad de masa del
agente estabilizante y el agente terapéutico es aproximadamente 1:1, En otras realizaciones, la relaciéon de la
cantidad de masa del agente estabilizante y el agente terapéutico puede ser aproximadamente 0,1:1, 0,2:1, 0,25:1,
0,4:1, 0,5:1, 1:1, 2:1, 2,6:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1, o 20:1, En algunas realizaciones, adecuado para la liofilizacion, el
agente estabilizante también es un lioprotector.

[0078] En algunas realizaciones, es deseable afiadir un tensioactivo para formulaciones. Los tensioactivos
ejemplares incluyen tensioactivos no iénicos tales como polisorbatos (por ejemplo, polisorbatos 20 u 80);
poloxameros (por ejemplo, poloxamero 188); Tritén; dodecil sulfato de sodio (SDS); laurel sulfato de sodio;
octilglicosido de sodio; lauril, miristil, linoleil o estearil sulfobetaina; lauril, miristil, linoleil o estearil-sarcosina; linoleil,
miristil o cetil-betaina; lauroamidopropil-, cocamidopropil-, linolea-midopropil-, miristamidopropil-, palmidopropil- o
isostearamidopropil-betaina (por ejemplo, lauroamidopropil); miristarnidopropil, palmidopropil, o isoestrohidropropil-
dimetilamina; metil cocoyilo de sodio, o metil ofeiltaurato disodico; y la serie MONAQUAT™ (Mona Industries, Inc.,
Paterson, NJ), polietilglicol, polipropilglicol y copolimeros de etileno y propilenglicol (por ejemplo, Pluronics, PF68,
etc.). Tipicamente, la cantidad de surfactante agregado es tal que reduce la agregacion de la proteina y minimiza la
formacion de particulas o efervescencias. Por ejemplo, un surfactante puede estar presente en una formulacion a
una concentraciéon de aproximadamente 0,001 - 0,5% (por ejemplo, aproximadamente 0,001 - 0,04%,
aproximadamente 0,001 - 0,03%, aproximadamente 0,001 - 0,02%, aproximadamente 0,001 - 0,01%,
aproximadamente 0,001 - 0,008%, aproximadamente 0,001 - 0,006%, aproximadamente 0,001 - 0,004%,
aproximadamente 0,005 - 0,05%, o 0,005 - 0,01%). En particular, un surfactante puede estar presente en una
formulacién a una concentracién de aproximadamente 0,001%, 0,002%, 0,003%, 0,004%, 0,005%, 0,006%, 0,007%,
0,008%, 0,009%, 0,01%, 0,02%, 0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0 0,5%, etc.

[0079] En algunas realizaciones, las formulaciones adecuadas pueden incluir ademas uno o mas agentes de carga,
en particular, para formilaciones liofilizadas. Un "agente de carga" es un compuesto que agrega masa a la mezcla
liofilizada y contribuye a la estructura fisica de la torta liofilizada. Por ejemplo, un agente de carga puede mejorar la
apariencia de la torta liofilizada (por ejemplo, una torta liofilizada esencialmente uniforme). Los agentes de carga
adecuados incluyen, pero no se limitan a, cloruro de sodio, lactosa, manitol, glicina, sacarosa, trehalosa, almidén de
hidroxietil. Las concentraciones ejemplares de agentes de carga son de aproximadamente 1% a aproximadamente
10% (por ejemplo, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5%, 5,0%, 5,5%, 6,0%, 6,5%, 7,0%, 7,5%, 8,0%,
8,5%, 9,0%, 9,5% y 10,0%).

[0080] Las formulaciones adecuadas para la presente invencion pueden evaluarse basandose en el analisis de la
calidad del producto, el tiempo de reconstitucion (si esta liofilizado), la calidad de la reconstitucion (si esta liofilizada),
el alto peso molecular, la humedad y la temperatura de transicion vitrea. Tipicamente, la calidad de la proteina y el
analisis del producto incluyen el analisis de la tasa de degradacion del producto utilizando métodos que incluyen,
entre otros, HPLC de exclusion de tamario (SE-HPLC), HPLC de intercambio catiénico (CEX-HPLC), difraccion de
rayos X (XRD), calorimetria diferencial de barrido modulada (mDSC), HPLC de fase inversa (RP-HPLC), dispersion
de luz de multiples angulos (MALS), fluorescencia, absorcion ultravioleta, nefelometria, electroforesis capilar (CE),
SDS-PAGE, y sus combinaciones. En algunas realizaciones, la evaluacién del producto de acuerdo con la presente
invencion puede incluir una etapa de evaluar el aspecto (ya sea el aspecto liquido o de la torta).

[0081] En general, las formulaciones (liofilizadas o acuosas) se pueden almacenar durante periodos prolongados de
tiempo a temperatura ambiente. La temperatura de almacenamiento puede oscilar tipicamente entre 0°C y 45°C (por
ejemplo, 4°C, 20°C, 25°C, 45°C, etc.). Las formulaciones se pueden almacenar por un periodo de meses a un
periodo de afos. El tiempo de almacenamiento generalmente sera de 24 meses, 12 meses, 6 meses, 4,5 meses, 3
meses, 2 meses 0 1 mes. Las formulaciones se pueden almacenar directamente en el contenedor utilizado para la
administracion, eliminando los pasos de transferencia.

[0082] Las formulaciones pueden almacenarse directamente en el recipiente de liofilizacion (si esta liofilizado), que
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también puede funcionar como el recipiente de reconstitucion, eliminando los pasos de transferencia.
Alternativamente, las formulaciones de productos liofilizados se pueden medir en incrementos mas pequeios para el
almacenamiento. En general, el almacenamiento debe evitar las circunstancias que conducen a la degradacion de
las proteinas, que incluyen, entre ofras, la exposicion a la luz solar, la radiacion UV, otras formas de radiacion
electromagnética, el calor o el frio excesivos, el choque térmico rapido y el choque mecanico.

[0083] En algunas realizaciones, las formulaciones adecuadas para la presente invencion estan en una forma liquida
o0 acuosa. En algunas realizaciones, las formulaciones para la presente invencion estan liofilizadas. Dichas
formulaciones liofilizadas pueden reconstituirse afiadiendo uno o mas diluyentes a las mismas antes de la
administracion a un sujeto. Los diluyentes adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua estéril, agua
bacteriostatica para inyeccion y solucion salina estéril. Preferiblemente, tras la reconstitucion, el agente terapéutico
contenido en el mismo es estable, soluble y demuestra tolerabilidad tras la administracion a un sujeto.

[0084] Las formulaciones adecuadas se caracterizan por su tolerabilidad. Como se usa en el presente documento,
los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se refieren a la capacidad de una formulacién para no provocar una reaccion
adversa, en particular, para no provocar una reaccion adversa grave en el sujeto al que se administra dicha
formulacion. En algunas realizaciones, una formulacion particularmente Util para la presente invencion es bien
tolerada por el sujeto al que se administra dicha formulacion.

[0085] Formulaciones ejemplares adicionales adecuadas para la administracion intratecal de una enzima 12S
recombinante se describen en la Solicitud Internacional WO WO02011/163649, titulada "METHODS AND
COMPOSITIONS FOR CNS DELIVERY OF IDURONATE-2-SULFATASE".

Regimen de dosificacion

[0086] Tipicamente, una cantidad terapéuticamente eficaz de un I12S recombinante se administra en un régimen de
dosificacion que puede comprender multiples dosis unitarias. Un régimen de dosificacion adecuado para cualquier
paciente en particular puede depender de una variedad de factores que incluyen el trastorno que se esta tratando y
la gravedad del trastorno; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de
administracion, y/o la tasa de excrecion o metabolismo; la duracién del tratamiento; y como factores bien conocidos
en las artes médicas.

[0087] La dosis unitaria usada en un régimen de dosificacién también se conoce como una dosis terapéuticamente
eficaz. Una dosis terapéuticamente eficaz se puede definir de varias maneras. Por ejemplo, una dosis
terapéuticamente eficaz de acuerdo con la invencion se define por la cantidad total de enzima 12S recombinante
administrada en cada momento. Una dosis terapéuticamente eficaz de acuerdo con la invencién es de 10 mg o 30
mg por dosis. En realizaciones particulares, una dosis terapéuticamente eficaz es de 10 mg por dosis. En
realizaciones particulares, una dosis terapéuticamente eficaz es de 30 mg por dosis.

[0088] Una dosis terapéuticamente eficaz puede variar de aproximadamente 0,005 mg/peso del cerebro kg a 500
mg/kg peso del cerebro, por ejemplo, de aproximadamente 0,005 mg/peso del cerebro kg a 400 mg/kg peso del
cerebro, de aproximadamente 0,005 mg/kg cerebro peso a 300 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005
mg/kg de peso cerebral a 200 mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 100
mg/kg de peso cerebral, de aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 90 mg/kg de peso cerebral, desde
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 80 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005
mg/kg de peso cerebral hasta 70 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral
hasta 60 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 50 mg/kg de peso
cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 40 mg/kg de peso cerebral, desde
aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 30 mg/kg peso cerebral, desde aproximadamente 0,005
mg/kg de peso cerebral hasta 25 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral
hasta 20 mg/kg de peso cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral hasta 15 mg/kg de peso
cerebral, desde aproximadamente 0,005 mg/kg de peso cerebral a 10 mg/kg de peso cerebral.

[0089] Una dosis terapéuticamente eficaz puede ser o es mayor de aproximadamente 0,1 mg/kg peso del cerebro,
de aproximadamente 0,5 mg/kg peso del cerebro, aproximadamente 1,0 mg/kg peso del cerebro, aproximadamente
3 mg/kg peso del cerebro, aproximadamente 5 mg/kg peso cerebral, aproximadamente 10 mg/kg de peso cerebral,
aproximadamente 15 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 20 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 30
mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 40 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 50 mg/kg de peso
cerebral, aproximadamente 60 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 70 mg/kg de peso cerebral,
aproximadamente 80 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 90 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 100
mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 150 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 200 mg/kg de peso
cerebral, aproximadamente 250 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 300 mg/kg de peso cerebral,
aproximadamente 350 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente 400 mg/kg de peso cerebral, aproximadamente
450 mg/kg de peso cerebral, o aproximadamente 500 mg/kg de peso cerebral.

[0090] La dosis terapéuticamente eficaz se puede ajustar por la edad o el peso corporal, especialmente en nifios
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menores de 3. Como un experto en la técnica apreciara, los pesos cerebrales cambian rapidamente durante los 3
primeros afos de vida, alcanzando una meseta a partir de entonces y los pesos corporales se pueden correlacionar
en nifios pequefios. Mira, Dekaban AS. "Changes in brain weights during the span of human life: relation of brain
weights to body heights and body weights", Ann Neurol 1978; 4: 345-56, Por lo tanto, los nifios menores de 3 afios
pueden requerir una dosis ajustada (generalmente mas pequefia) en comparacion con los nifios mayores y los
adultos. Las dosis utilizadas en nifios pequefios pueden ajustarse de acuerdo con la guia para el ajuste de la dosis
segun el peso del cerebro en nifios pequefos que se proporciona a continuacion (consulte la Tabla 3).
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Tabla 3. Cambio de peso de cerebro durante el desarroll humano temprano
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[0091] La dosis terapéuticamente eficaz se puede definir por mg/15 cc de CSF. Como apreciara un experto en la
materia, las dosis terapéuticamente eficaces basadas en el peso del cerebro y el peso corporal se pueden convertir
en mg/15 cc de CSF. Por ejemplo, el volumen de LCR en humanos adultos es de aproximadamente 150 ml
(Johanson CE, et al. "Multiplicity of cerebrospinal fluid functions: New challenges in health and disease,"
Cerebrospinal Fluid Res. 2008, 14 de mayo; 5:10). Por lo tanto, las inyecciones de dosis unicas de 0,1 mg a 50 mg
de proteina para adultos serian aproximadamente de 0,01 mg/15 cc de LCR (0,1 mg) a 5,0 mg/15 cc de dosis de
CSF (50 mg) en adultos.

[0092] Enzimas recombinantes [12S se pueden administrar a intervalos regulares. Por ejemplo, una dosis
terapéuticamente efectiva se puede administrar por via intratecal periédicamente a intervalos regulares, por ejemplo,
una vez al afio, una vez cada seis meses (o dos veces al afio), una vez cada cinco meses, una vez cada cuatro
meses, una vez cada tres meses, cada dos meses (una vez cada dos meses), mensualmente (una vez cada mes o
una vez cada cuatro semanas), una vez cada tres semanas, cada dos semanas (una vez cada dos semanas),
semanalmente (una vez cada semana) o en un intervalo variable. La enzima |12S se administra por via intratecal en
un intervalo de administracion mensual de acuerdo con la invencion.

[0093] La administracion intratecal puede realizarse conjuntamente con la administracion intravenosa de una enzima
I2S recombinante. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa de una enzima 12S recombinante es
semanal. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa de una enzima 12S recombinante es semanal,
excepto la semana en que se realiza la administracion intratecal. En algunas realizaciones, la administracion
intravenosa de una enzima 12S recombinante es quincenal, una vez cada tres semanas, mensualmente (una vez
cada cuatro semanas), dos veces al mes, una vez cada dos, tres, cuatro, cinco o seis meses. En algunas
realizaciones, la administracion intravenosa de una enzima I2S recombinante es a una dosis de aproximadamente
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 0 1,0 mg/kg de peso corporal. En algunas realizaciones, la administracion
intravenosa de la enzima I2S recombinante es a una dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg de peso corporal.

Dispositivo para la entrega intratecal

[0094] Varios dispositivos se pueden usar para la administracion intratecal de acuerdo con la presente invencion. En
algunas realizaciones, un dispositivo para administracion intratecal contiene un puerto de acceso fluido (por ejemplo,
un puerto inyectable); un cuerpo hueco (por ejemplo, un catéter) que tiene un primer orificio de flujo en comunicacion
fluida con el puerto de acceso de fluido y un segundo orificio de flujo configurado para la insercién en la médula
espinal; y un mecanismo de seguridad para asegurar la insercion del cuerpo hueco en la médula espinal. Como
ejemplo no limitativo, un mecanismo de seguridad adecuado contiene uno o mas dispositivos montados en la
superficie del cuerpo hueco y un anillo suturado ajustable sobre uno o mas dispositivos para evitar que el cuerpo
hueco (por ejemplo, el catéter) se deslice fuera de la médula espinal. En diversas realizaciones, el puerto de acceso
de fluido comprende un depdsito. En algunas realizaciones, el puerto de acceso al fluido comprende una bomba
mecanica (por ejemplo, una bomba de infusion). En algunas realizaciones, un catéter implantado esta conectado a
un reservorio (por ejemplo, para la administracion de bolos) o a una bomba de infusion. El puerto de acceso al fluido
puede ser implantado o externo.

[0095] En algunas realizaciones, la administracion intratecal puede ser realizada por cualquiera de puncién lumbar
(es decir, en bolo lento) o por medio de un sistema de administracion de puerto-catéter (es decir, la infusion o bolo).
En algunas formas de realizacion, el catéter se inserta entre las laminas de las vértebras lumbares y la punta se
enrosca en el espacio thecal al nivel deseado (generalmente L3-L4).

[0096] En relacidon con la administracion intravenosa, un volumen de dosis Unica adecuado para la administracion
intratecal es tipicamente pequefio. Tipicamente, la administracion intratecal de acuerdo con la presente invencion
mantiene el equilibrio de la composicion del CSF asi como la presion intracraneal del sujeto. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal se realiza sin la eliminacidon correspondiente de CSF de un sujeto. En
algunas realizaciones, un volumen de dosis Unica adecuado puede ser, por ejemplo, menos de aproximadamente 10
ml, 8 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1,5 ml, 1 ml o 0,5 ml. En algunas realizaciones, un volumen de dosis Unica
adecuado puede ser de aproximadamente 0,5-5 ml, 0,5-4 ml, 0,5-3 ml, 0,5-2 ml, 0,5-1 ml, 1-3 ml, 1-5 ml, 1,5-3 ml, 1-
4 ml, o 0,5-1,5 ml. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de acuerdo con la presente invencion
implica una etapa de eliminar primero una cantidad deseada de CSF. En algunas realizaciones, menos de
aproximadamente 10 ml (por ejemplo, menos de aproximadamente 9 ml, 8 ml, 7 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml)
de CSF se elimina primero antes de la administracion de IT. En esos casos, un volumen de dosis Unica adecuado
puede ser, por ejemplo, mas de aproximadamente 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 7 ml, 8 ml, 9 ml, 10 ml, 15 ml 0 20 ml.

[0097] Varios otros dispositivos pueden utilizarse para efectuar la administracion intratecal de una composicion
terapéutica. Por ejemplo, las formulaciones que contienen las enzimas deseadas se pueden administrar utilizando
un reservorio de Ommaya que es de uso comun para administrar medicamentos por via intratecal para la
carcinomatosis meningea (Lancet 2: 983-84, 1963). Mas especificamente, en este método, un tubo ventricular se
inserta a través de un orificio formado en el asta anterior y se conecta a un reservorio Ommaya instalado debajo del
cuero cabelludo, y el reservorio se punza subcutaneamente para administrar por via intratecal la enzima particular
que se reemplaza, que se inyecta en el embalse. Otros dispositivos para la administracion intratecal de
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composiciones terapéuticas o formulaciones a un individuo se describen en la Patente de EE.UU. N° 6.217.552,
Alternativamente, el farmaco puede administrarse por via intratecal, por ejemplo, mediante una inyeccién unica o
infusién continua. Debe entenderse que el tratamiento de dosificacién puede ser en forma de una administraciéon de
dosis Unica o dosis multiples.

[0098] Para la inyeccion, las formulaciones de la invencion pueden formularse en soluciones liquidas. Ademas, la
enzima puede formularse en forma solida y volver a disolverse o suspenderse inmediatamente antes de su uso.
También se incluyen formas liofilizadas. La inyeccion puede ser, por ejemplo, en forma de inyeccion de bolo o
infusion continua (por ejemplo, utilizando bombas de infusion) de la enzima.

[0099] Tipicamente, la administracion intratecal puede ser a través de un acceso intermitente o continua a un
dispositivo de administracion de farmacos por via intratecal implantado (IDDD). En otras realizaciones, la
administracion intratecal es a través de un suministro sostenido, por ejemplo, "liberacion lenta" de una enzima 12S
recombinante, a un sujeto durante al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis dias o uno, dos, tres, cuatro semanas
o periodos mas largos de tiempo.

[0100] Tal como se utiliza aqui, el término "liberacion sostenida" se refiere a la administracion continua de una
formulacién farmacéutica in vivo durante un periodo de tiempo después de la administracion de, por ejemplo, al
menos varios dias, una semana o varias semanas. El suministro sostenido de la composicién puede demostrarse,
por ejemplo, mediante el efecto terapéutico continuado de la enzima a lo largo del tiempo (por ejemplo, el suministro
sostenido de la enzima puede demostrarse mediante una cantidad reducida continuada de granulos de
almacenamiento en el sujeto). Alternativamente, el suministro sostenido de la enzima puede demostrarse detectando
la presencia de la enzima in vivo a lo largo del tiempo.

Tolerancia inmune

[0101] En general, la administracion intratecal de una enzima 12S recombinante de acuerdo con la presente
invencion no da lugar a efectos adversos graves en el sujeto. Como se usa en este documento, los efectos adversos
graves inducen, pero no se limitan a, una respuesta inmune sustancial, toxicidad o muerte. Como se usa en el
presente documento, el término "respuesta inmune sustancial" se refiere a respuestas inmunes graves o graves,
tales como respuestas inmunes adaptativas de células T.

[0102] Por lo tanto, en muchas realizaciones, los métodos de la invencion de acuerdo con la presente invencion no
implican terapia inmunosupresora concurrente (es decir, cualquier terapia inmunosupresora usada como tratamiento
previo/pre-acondicionamiento o en paralelo al método). En algunas realizaciones, los métodos inventivos de acuerdo
con la presente invencion no implican una inducciéon de tolerancia inmune en el sujeto que se esta tratando. En
algunas realizaciones, los métodos inventivos de acuerdo con la presente invencién no implican un tratamiento
previo o un preacondicionamiento del sujeto usando un agente inmunosupresor de células T.

[0103] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de agentes terapéuticos puede montar una respuesta
inmune contra estos agentes. Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, puede ser util hacer que el sujeto que
recibe la enzima de reemplazo sea tolerante a la terapia de reemplazo de enzima. La tolerancia inmune puede
inducirse usando diversos métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un régimen inicial de 30-60 dias de un
agente inmunosupresor de células T como la ciclosporina A (CsA) y un agente antiproliferativo, como la azatioprina
(Aza), combinados con infusiones semanales de dosis bajas de una enzima de reemplazo deseada puede ser
usado.

[0104] Cualquier agente inmunosupresor conocido por el experto en la técnica puede emplearse junto con una
terapia de combinacién de la invencién. Dichos agentes inmunosupresores incluyen, entre otros, ciclosporina,
FK506, rapamicina, CTLA4-lg y agentes anti-TNF como etanercept (véase, por ejemplo, Moder, 2000, Ann. Allergy
Asthma Immunol. 84, 280-284; Nevins, 2000, Curr. Opin. Pediatr. 12, 146-150; Kurlberg et al., 2000, Scand. J.
Immunol. 51, 224-230; Ideguchi et al., 2000, Neuroscience 95, 217-226; Potteret et al., 1999, Ann. NY Acad. Sci.
875, 159-174; Slavik et al., 1999, Immunol. Res. 19, 1-24; Gaziev et al., 1999, Bone Marrow Transplant. 25, 689-696;
Henry, 1999, Clin. Transplant. 13, 209-220; Gummert et al., 1999, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 1366-1380; Qi et al.,
2000, Transplantation 69, 1275-1283). El anticuerpo anti-receptor de IL2 (subunidad-a) daclizumab (por ejemplo,
Zenapax™), que se ha demostrado eficaz en pacientes trasplantados, también puede usarse como agente
inmunosupresor (véase por ejemplo, Wiseman et al., 1999). Drugs 58, 1029-1042; Beniaminovitz et al., 2000, N.
Engl J. Med. 342, 613-619; Ponticelli et al., 1999, Drugs RD 1, 55-60; Berard et al., 1999, Pharmacotherapy 19,
1127-1137; Eckhoff et al., 2000, Transplantation 69, 1867-1872; Ekberg et al., 2000, Transpl. Int. 13, 151-159). Los
agentes inmunosupresores adicionales incluyen, entre otros, anti-CD2 (Branco et al., 1999, Transplantation 68,
1588-1596; Przepiorka et al., 1998, Blood 92, 4066-4071), anti-CD4 (Marinova-Mutafchieva et al., 2000, Arthritis
Rheum. 43, 638-644; Fishwild et al., 1999, Clin. Immunol. 92, 138-152), y el ligando anti-CD40 (Hong et al., 2000,
Semin. Nephrol. 20, 108-125; Chirmule et al., 2000, J. Virol. 74, 3345-3352; Ito et al., 2000, J. Immunol. 164, 1230-
1235).

Farmacocinética, farmacodinamica, y la biodisponibilidad
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[0105] Entre otras cosas, el 12S recombinante administrado por via intratecal muestra una farmacocinética,
farmacodinamica y biodisponibilidad superiores en un paciente humano. La evaluacion de los perfiles de
concentracion de tiempo 12S en el LCR puede evaluarse directamente mediante el muestreo de LCR o
indirectamente midiendo los perfiles de concentracion sistémica de suero 12S en el sistema. Sin embargo,
normalmente, debido al numero limitado de colecciones de muestras de LCR clinicamente permisibles, los perfiles
farmacocinéticos y farmacodinamicos del 12S se evaldan indirectamente mediante un muestreo de la sangre
periddicamente. Las siguientes abreviaturas estandar se utilizan para representar los parametros farmacocinéticos
asociados.

AUCi Area bajo la curva de concentracion de plasma en funcién del tiempo hasta la ultima concentracién medible
mas el AUC, calculada utilizando la regla trapezoidal lineal desde el punto de tiempo cero hasta la ultima
concentracion cuantificable y extrapolada de la uUltima concentracion medible (Cuima €n la tuima) hasta el infinito:
AUCNFobs = AUCo.witima + Cuaima/Lambda z (donde Az es la constante de velocidad de primer orden asociada con la
parte terminal (log-lineal) de la curva)

AUC.12 Area bajo la curva entre el momento de la dosis y el punto de tiempo de 12 h

AUC.24 Area bajo la curva entre el momento de la dosis y el punto de tiempo de 24 h

AUCss Exposicion en estado estable para el intervalo de dosificacion

F Fraccion disponible (biodisponibilidad):

F = [AUCora]-dosisiy / [AUC,]-dosisoral

CL Eliminacion
CLr Eliminacion renal, calculada para el periodo de estado estable de 24 horas segun

Ol - _He0-24)
T AUCO - 24)
Doénde se excreta el farmaco
CI/F. Eliminacién corporal total aparente en funcién de la biodisponibilidad.
. Dosis
CLWF = —————
AUC(O = 24)

Vss Volumen de distribucion en estado estacionario
V4 Volumen de distribucion
V/F Volumen de distribucién terminal aparente en funcién de la biodisponibilidad

Dosis
Vel

Az x AUC(D = 24)

t12 Vida media terminal (HL,.), calculada por la ecuacion tiz = 0,693/ke

Cmax La concentracion maxima observada, obtenida directamente del perfil de tiempo de concentracién plasmatica
Tmax El tiempo de Crmax; en mas de un punto de tiempo, se elige el primero

Az constante de velocidad de eliminacion, calculada como el negativo de la pendiente del segmento log-lineal
terminal de la concentracion de plasma-curva de tiempo, donde la pendiente se determina a partir de una regresion
lineal del logaritmo natural de las concentraciones plasmaticas terminales frente al tiempo; al menos 3 puntos de
tiempo de concentracion plasma terminal, empezar con la concentracién final =2 LOQ, se seleccionara para la
determinacion de Az y la regresion requerira coeficiente de determinacion (r?) = 0,9000.

kel La constante de velocidad de eliminacion terminal se obtendra a partir de la pendiente de la linea, ajustada por
regresion lineal de minimos cuadrados, a través de los puntos terminales de los perfiles de tiempo de concentracion
logaritmica (base e).

[0106] Tipicamente, los tiempos de recoleccién de muestras de sangre reales en relacion con el inicio de la
administracion intratecal de 12S se usan en el analisis IT PK. Por ejemplo, las muestras de sangre se recolectan
tipicamente dentro de los 15 0 30 minutos antes de la administracion intratecal de 12S (linea de base de preinyeccion
otiempo0)ya0,5,1,1,5,2,3,4,6, 8, 12, 24, 30 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156, 168 o 180 horas
después de la administracion intratecal. Si se administra IT junto con la administracion 1V, para el analisis IV PK, las
muestras de sangre se recolectan 15 o 30 minutos antes de la infusion IV (linea de base previa a la infusion o tiempo
0)yao0,5,1, 1,5, 2,25y 3 horas durante la infusion (si la infusion dura 3 horas) y a las 3,5, 4,5,6,7,9, 11y 24
horas después del inicio de la infusién IV.

[0107] Varios métodos pueden ser usados para medir la concentracion de proteina I2S en el suero. Como ejemplo
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no limitativo, se utilizan métodos de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

[0108] Los parametros farmacocinéticos para 12S pueden determinarse usando (es decir, POP-PR) los métodos de
analisis basados en poblacion (es decir, POP-PE) conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, los parametros
farmacocinéticos para 12S se determinan mediante analisis no compartimental utilizando la versién 6,1 de Phoenix
(Pharsight Corporation, Mountain View, CA).

[0109] Los parametros farmacocinéticos se pueden evaluar en cualquier etapa durante el tratamiento, por ejemplo,
en la semana 1, semana 2, semana 3, semana 4, semana 5, semana 6, semana 7, semana 8, semana 9, semana
10, semana 12, semana 13, semana 14, semana 15, semana 16, semana 17, semana 18, semana 19, semana 20,
semana 21, semana 22, semana 23, semana 24 o posterior. En algunas realizaciones, los parametros
farmacocinéticos pueden evaluarse en el mes 1, mes 2, mes 3, mes 4, mes 5, mes 6, mes 7, mes 8, mes 9, mes 10,
mes 11, mes 12, mes 13, mes 14, mes 15, mes 16, mes 17, mes 18, mes 19, mes 20, mes 21, mes 22, mes 23, mes
24 o posterior durante el tratamiento.

[0110] Tipicamente, como se describe en la secciéon de Ejemplos, tras la administracion intratecal, las
concentraciones séricas de 12S aumentaron lentamente.

[0111] En algunas realizaciones, la biodisponibilidad sistémica de 12S después de la administracién intratecal varia
de aproximadamente 20-90% (por ejemplo, aproximadamente 20-80%, 20-75%, 20-70%, 20-65%, 60-60%, 20-55%,
20-50%, 30-90%, 30-80%, 30-75%, 30-70%, 30-65%, 30-60%, 30-55%, 30-50%, 40-90%, 40-80%, 40-75%, 40-70%,
40-65%, 40-60%, 40-55%, 40-50%, 50-90%, 50-80%, 50-75%, 50-70%, 50-65%, 50-60%). En algunas realizaciones,
la biodisponibilidad sistémica de 12S después de la administracion intratecal es o es mayor que aproximadamente
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% 0 90%.

[0112] En algunas realizaciones, diversos regimenes de dosificacion descritos en este documento (es decir, una
dosis terapéuticamente eficaz administradaa regularmente en el intervalo de administracion) resulta en suero AUCss
de la enzima 12S recombinante dentro de un intervalo de aproximadamente 200.000 min.ng/mL a aproximadamente
1.000.000 min.ng/mL (por ejemplo, desde aproximadamente 250.000 min.ng/mL a aproximadamente 900.000
min.ng/mL, desde aproximadamente 300.000 min.ng/mL a aproximadamente 800.000 min.ng/mL, desde
aproximadamente 350.000 min. ng/mL hasta aproximadamente 700.000 min.ng/mL, desde aproximadamente
400.000 min.ng/mL hasta aproximadamente 600.000 min.ng/mL).

[0113] En algunas realizaciones, diversos regimenes de dosificacion descritos en este documento (es decir, una
dosis terapéuticamente eficaz, administrada regularmente en el intervalo de administraciéon) resulta en la
concentracion sérica maxima (Cmax) de la enzima 12S recombinante en un intervalo de aproximadamente 60 a
aproximadamente 300 ng/ml (por ejemplo, de aproximadamente 70 a aproximadamente 250 ng/ml, de
aproximadamente 70 a aproximadamente 200 ng/ml, de aproximadamente 70 a aproximadamente 150 ng/ml, de
aproximadamente 80 a aproximadamente 250 ng/ml, de aproximadamente 80 a aproximadamente 200 ng/ml, de
aproximadamente 80 a aproximadamente 150 ng/ml, de aproximadamente 90 a aproximadamente 250 ng/ml, de
aproximadamente 90 a aproximadamente 200 ng/ml, de aproximadamente 90 a aproximadamente 150 ng/ml).

Reducir los niveles de GAG

[0114] Como se describid anteriormente, el sindrome de Hunter, o mucopolisacaridosis Il (MPS 1), es un trastorno
metabodlico hereditario ligado al cromosoma X que resulta de una deficiencia de la enzima iduronato-2-sulfatasa
(I12S). El 12S se localiza en los lisosomas y desempefia un papel importante en el catabolismo de los
glicosaminoglicanos (GAG) sulfato de heparan y dermatan. En ausencia de enzima, estos sustratos se acumulan
dentro de las células, causando en Ultima instancia la ingurgitacion, seguido de la muerte celular y la destruccion del
tejido. Debido a la expresion generalizada de la enzima, multiples tipos de células y sistemas de érganos se ven
afectados en pacientes con MPS L.

[0115] Por lo tanto, el sindrome de Hunter se caracteriza por una acumulacion de glicosaminoglicanos (GAG) en los
lisosomas de células afectadas, incluyendo tanto las células somaticas como CNS. Un paciente que sufre o es
susceptible al sindrome de Hunter tiene niveles anormalmente altos de GAG en el LCR, la orina y/o la sangre. Por
ejemplo, en la orina, el rango de referencia normal de los niveles de uGAG, dependiendo de la edad, varia entre 57 y
487 ug/mg de creatinina. Sin embargo, los pacientes con sindrome de Hunter sin tratamiento pueden tener altos
niveles de uGAG, por ejemplo, mas de aproximadamente 1000 ug/mg de creatinina, 1050 ug/mg de creatinina, 1100
pg/mg de creatinina, 1150 ug/mg de creatinina, 1200 ug/mg de creatinina, 1250 pg/mg de creatinina, 1300 yg/mg de
creatinina, 1350 pug/mg de creatinina, 1400 pg/mg de creatinina, 1450 ug/mg de creatinina o 1500 pg/mg de
creatinina.

[0116] Los pacientes con sindrome de Hunter y el deterioro cognitivo, por lo general también tienen niveles
anormalmente altos de GAG en el LCR. Por ejemplo, el nivel de GAG en LCR en nifios sanos generalmente esta por
debajo del limite inferior de cuantificaciéon (LLOQ) y en adultos sanos jovenes, el nivel de GAG en LCR esta
tipicamente entre mas bajo que LLOQ a aproximadamente 95 ng/ml. Sin embargo, en un paciente con sindrome de
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Hunter, la medicion inicial previa al tratamiento del nivel de GAG en el LCR puede ser mayor que aproximadamente
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500 o 2000 ng/ml.

[0117] Por lo tanto, los cambios desde el inicio en las concentraciones de GAG en la orina, la sangre y/o el CSF se
pueden usar como biomarcadores indicativos de la actividad farmacodinamica y/o la eficacia de 12S in vivo. En
particular, los cambios desde el inicio en las concentraciones de GAG en CSF se pueden usar como biomarcadores
indicativos de la actividad farmacodinamica de 12S en CSF después de la administracion intratecal o como criterios
de valoracion para la eficacia. Por ejemplo, segun la presente invencion, una enzima 12S recombinante se administra
por via intratecal a una dosis terapéuticamente efectiva y un intervalo de administracion durante un periodo de
tratamiento suficiente para disminuir el nivel de glicosaminoglicano (GAG) en el liquido cefalorraquideo (LCR) y/o la
orina en relaciéon con un control. Como se usa en el presente documento, el término "disminuciéon" o equivalente
como "reducir" o equivalentes gramaticales, indica una medicion del nivel de GAG que es relativa a una medicién de
referencia, como una medicién en el mismo individuo antes de iniciar el tratamiento., o una medicién en un individuo
control (o individuos de control multiple) en ausencia del tratamiento.

[0118] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de una enzima 12S recombinante de acuerdo con la
presente invencion resulta de los niveles de GAG en LCR, orina y/o sangre es de alrededor del 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas en comparacion
con un control (p. ej., mediciéon de referencia). En algunas realizaciones, la administracion intratecal de una enzima
I2S recombinante de acuerdo con la presente invencion resulta en una reduccion del nivel de GAG en el LCR, la
orina y/o la sangre en al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10
veces en comparacion con un control (por ejemplo, la medicion de la linea de base).

[0119] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de una enzima I12S recombinante produce un nivel de
GAG en la orina inferior a aproximadamente 1.000 ug/mg de creatinina (por ejemplo, inferior a aproximadamente
900 ug/mg de creatinina, 800 uyg/mg de creatinina, 700 ug/mg de creatinina, 600 ug/mg de creatinina o 500 ug/mg de
creatinina).

[0120] Se conocen diversos métodos para medir el nivel de GAG en el LCR o en la orina en la técnica. Los métodos
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, espectrometria de masas en tandem de ionizacién por electropulverizacion
(con y sin cromatografia liquida), HPLC o ensayos basados en LC-MS como se describe en Lawrence R. et al. Nat.
Chem. Biol.; 8 (2): 197-204. En algunas realizaciones, el nivel de GAG se mide al final de cada ciclo de dosificacion
(por ejemplo, al final de cada mes después de la administracion intratecal mensual), Es decir, inmediatamente antes
de la siguiente dosificacion. El nivel de GAG también se puede medir al comienzo o en la mitad de cada ciclo de
dosificacion (por ejemplo, al comienzo o en la mitad de cada mes después de la administracion intratecal mensual).

[0121] En algunas realizaciones, se consigue una reduccion del nivel de GAG en el LCR descrito en este documento
después de un periodo de tratamiento de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, 24, o mas meses. En algunas
realizaciones, una reduccion del nivel de GAG en el LCR descrito aqui se logra después de un periodo de
tratamiento de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 afios 0 mas.

[0122] En diversas realizaciones, la administracion intratecal de una enzima 12S recombinante se puede usar para
mantener el nivel de GAG en el LCR a un nivel bajo (por ejemplo, inferior a aproximadamente 1.000 ng/ml, 900
ng/ml, 800 ng/ml, 700 ng/ml, 600 ng/ml, 500 ng/ml, 400 ng/ml, 300 ng/ml, 200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 10 ng/ml o
1 ng/ml) durante mas de 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 meses 0 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, afos, o el tiempo de vida del
paciente tratado. En diversas realizaciones, la administracién intratecal de una enzima I2S recombinante se puede
usar para mantener el nivel de GAG en la orina a un nivel bajo (por ejemplo, inferior a aproximadamente 1.000
pg/mg de creatinina, 900 ug/mg de creatinina, 800 pg/mg creatinina, 700 pyg/mg de creatinina, 600 pg/mg de
creatinina o 500 pg/mg de creatinina) por mas de 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 meses 0 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, afios, o el
tiempo de vida del paciente que esta siendo tratado.

[0123] En diversas realizaciones, el nivel de GAG en LCR, orina y/o sangre también se puede usar como
biomarcador para monitorear y/o optimizar el tratamiento. Por ejemplo, la dosis y/o el intervalo de administracion
para la administracion intratecal y/o intravenosa (si la administracion intratecal se usa junto con la administracion
intravenosa) se puede ajustar segun el nivel de GAG en el LCR, la orina y/o la sangre. En algunas realizaciones, la
dosis para administracion intratecal puede aumentar si el nivel de GAG en el LCR o en la orina o la sangre no
disminuye con respecto al control de referencia después de 6, 5, 4 o 3 dosis. En realizaciones particulares, la dosis
para administracion intratecal puede aumentarse si el nivel de GAG en el LCR, la orina o la sangre no disminuye con
respecto al control de referencia después de 4 dosis.

[0124] Los términos, "mejorar”, "aumentar" o "reducir", como se usa en el presente documento, indican valores que
son con respecto a un control. En algunas realizaciones, un control adecuado es una medicion de linea de base,
como una medicion en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito en este documento, o una
medicion en un individuo de control (o multiples individuos de control) en ausencia del tratamiento descrito en este
documento. Un "individuo de control" es un individuo afectado por la misma enfermedad, que tiene
aproximadamente la misma edad y/o sexo que el individuo que esta siendo tratado (para garantizar que las etapas
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de la enfermedad en el individuo tratado y en el (los) individuo(s) de control e (son) comparable(s).

[0125] El individuo (también conocido como "paciente” o "sujeto") que se esta tratando es un individuo (feto, bebé,
nifio, adolescente o adulto) que tiene la enfermedad o que tiene el potencial de desarrollarla. En algunas
realizaciones, un sujeto que necesita tratamiento tiene un nivel de GAG en el CSF mayor que aproximadamente
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500 o 2000 ng/ml antes del tratamiento. En algunas realizaciones, un
sujeto que necesita tratamiento tiene un nivel de GAG en la orina superior a aproximadamente 1000 uyg/mg de
creatinina, 1050 pg/mg de creatinina, 1100 pg/mg de creatinina, 1150 pg/mg de creatinina, 1200 ug/mg de
creatinina, 1250 pg/mg de creatinina, 1300 pg/mg de creatinina, 1350 pg/mg de creatinina, 1400 ug/mg de
creatinina, 1450 ug/mg de creatinina o 1500 ug/mg de creatinina.

[0126] También se pueden usar otros biomarcadores del sindrome de Hunter para practicar la presente invencion,
por ejemplo, cofactor de heparina Il-complejo de trombina como se describe en DR Randall et al., "Heparin cofactor
[I-thrombin complex: A biomarker of MPS disease," Molecular Genetics and Metabolism 94 (2008) 456-461,

Tratamiento del deterioro cognitivo

[0127] Una caracteristica clinica definitiva del sindrome de Hunter es la degeneracion del sistema nervioso central
(CNS), lo que resulta en el deterioro cognitivo (por ejemplo, disminucién de CI). Ademas, las imagenes de
resonancia magnética de los individuos afectados han revelado lesiones de la materia blanca, espacios
perivasculares dilatados en el parénquima cerebral, ganglios, cuerpo calloso y tronco cerebral; atrofia; y
ventriculomegalia (Wang et al. Molecular Genetics and Metabolism, 2009). La enfermedad se manifiesta tipicamente
en los primeros afios de vida con organomegalia y anomalias esqueléticas. Algunas personas afectadas
experimentan una pérdida progresiva de la funcién cognitiva, y la mayoria de las personas afectadas mueren por
complicaciones asociadas a la enfermedad en su primera o segunda década.

Evaluacion del rendimiento cognitivo

[0128] Tipicamente, el rendimiento cognitivo puede evaluarse mediante un instrumento de rendimiento cognitivo.
Como se usa en este documento, el término "instrumento de rendimiento cognitivo" incluye una prueba de
rendimiento cognitivo que se puede usar para evaluar, clasificar y/o cuantificar una o mas funciones cognitivas,
motoras adaptativas y/o ejecutivas en un sujeto. Como entenderan los expertos en la materia, tal prueba puede ser
un cuestionario o una encuesta completada por un paciente, cuidador, padre, maestro, terapeuta o psicélogo. Los
instrumentos de rendimiento cognitivo ejemplares adecuados para evaluar las funciones cognitivas, motoras
adaptativas y/o ejecutivas se describen a continuacion.

Escala de habilidades diferenciales (DAS-II)

[0129] En algunas realizaciones especificas, el instrumento de rendimiento cognitivo es la Escala de Habilidad
Diferencial. La Escala de Habilidad Diferencial, como su nombre lo indica, fue desarrollada especificamente para ser
adecuada para pacientes con diversos tipos de discapacidad. El DAS-Il es una prueba cognitiva que esta disefiada
principalmente como una prueba de perfil que arroja puntuaciones para una amplia gama de habilidades, que se
miden mediante subpruebas o compuestos. Sin embargo, se ha utilizado como una prueba general de la capacidad
cognitiva, incluso en poblaciones gravemente afectadas. El DAS-II consta de 2 baterias superpuestas. La bateria
Early Years esta disefiada para nifios de 2 afios de 6 meses a 6 afios y 11 meses. La bateria para la edad escolar
esta disefiada para nifios de 7 afios de 0 a 17 afios y de 11 meses. Una caracteristica clave de estas baterias es
que fueron totalmente coordinadas durante las edades de 5 afios 0 meses a 8 afios 11 meses. En consecuencia, a
los nifios de 7 afios 0 meses a 8 afos se les puede dar la bateria de Early Years si eso se considera mas apropiado
para el desarrollo de una persona que la bateria de edad escolar. Del mismo modo, a los niflos mas capaces, de 5
afios de edad, de 0 meses a 6 afos, se les puede dar la bateria para la edad escolar. Como resultado, la prueba se
adapta a todos los nifios de 5 a 8 afios (es decir, de 5 afios 0 meses a 8 afios y 11 meses) en los extremos del rango
de capacidad.

[0130] El DAS-II ha sido validado y normado en la poblacion de los EE.UU. y en la poblacion britanica (como el BAS,
o la Escala de Habilidades Britanica). Se espera que esté disponible una version en espaiiol, disefiada para su uso
en Espafa y Latinoamérica de habla hispana, en el otofio de 2012, EI DAS-II incorpora "pruebas personalizadas"
para que los examinadores puedan seleccionar los elementos mas apropiados para un nifio. Esto tiene dos grandes
ventajas. Primero, permite que la medida sea precisa y muy eficiente en el tiempo, lo que es una gran ventaja para
el examinador. En segundo lugar, hace que las pruebas sean mas cortas y menos agotadoras para el nifio y, a
menudo, permiten que el niflo suspenda una subprueba antes de haber experimentado una serie de fracasos
consecutivos, una ventaja para el nifio, ya que las pruebas son mas agradables y motivadoras. Sin ser un ejemplo
limitante, la Tabla 4 describe una pluralidad de subpruebas capaces de medir diferentes capacidades cognitivas,
para un sujeto que se somete a una terapia de reemplazo enzimatico. La Figura 19 muestra las mismas subpruebas
y los rangos de edad en los que estan normalizadas.
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Tabla 4. Lista de instrumentos de rendimiento cognitivo

Subprueba Abreviatura Habilidades medidas

Proceso de copiar Copia Coincidencia visual-perceptiva y coordinacién motriz fina en la
copia de dibujos lineales

Conceptos de | ENC Conocimiento de conceptos pre-numeéricos y numéricos

nameros

tempranos

Correspondencia MLLF Discriminacion visual entre formas similares

de formas

parecidas a letras

Matrices Mat Razonamiento no verbal: percepcion y aplicacion de relaciones
entre las figuras abstractas

Nombramiento de | NVoc Lenguaje expresivo; conocimiento de los nhombres

vocabulario

Construccion de | PCon Coincidencia visual-perceptiva, especialmente de orientacion

patrones espacial, en la copia de patrones de bloques. Razonamiento no
verbal y visualizaciéon espacial en reproducciones de disefios con
bloques de colores

Construccion de | PCon (A) Las mismas habilidades para la construccion de patrones sin

patrones (alt) restriccion de tiempo.

Procesamiento PhP Conocimiento de la estructura sonora de la lengua inglesa y la

fonoldgico capacidad de manipular el sonido

Similitudes de | PSim El razonamiento no verbal se muestra al emparejar imagenes que

imagenes tienen un elemento o concepto comun

Nombramiento RNam Automaticidad de integracion de simbolos visuales con nombre

rapido fonoldégicamente referenciado

Recuperacion de | RDes Recuperacion a corto plazo de relaciones visuales y espaciales a

disefios través de la reproduccion de figuras abstractas

Recuperacion  de | DigF Memoria auditiva a corto plazo y memoria oral de secuencias de

digitos hacia numeros

adelante

Recuperacion de | DigB Memoria auditiva a corto plazo y memoria oral de secuencias de

digitos hacia atras ndmeros

Recuperacion  de | RObl Recuperacion a corto plazo de informacion verbal y pictorica

objetos - Inmediata

Recuperacion de | RObD Recuperacion a medio plazo de informacion verbal y pictérica

objetos - Retrasada

Recuperacion de | SeqO Recuperacion a corto plazo de informacion verbal y pictorica

orden secuencial

Reconocimiento de | RPic Memoria visual no verbal a corto plazo medida a través de

imagenes reconocimiento de objetos familiares

Razonamiento SQR Deteccion de patrones secuenciales en figuras o niUmeros

secuencial y

cuantitativo.

Velocidad de | SIP Rapidez en la realizacion de operaciones mentales simples

procesamiento de

la informacion.

Comprension VCom Lenguaje receptivo: comprension de instrucciones orales que

verbal involucran conceptos basicos de lenguaje

Similitudes VSim Razonamiento verbal y conocimiento verbal

verbales

Definiciones de | WDef Conocimiento de los significados de las palabras tal como se

palabras demuestra a través del lenguaje hablado

Escalas de Comportamiento Independiente Revisado (SIB-R)

[0131] En algunas realizaciones especificas, el instrumento de rendimiento cognitivo son las escalas de
comportamiento independiente revisado. Las Escalas de Comportamiento Independiente Revisadas (SIB-R) son una
medida del comportamiento adaptativo que comprende 14 subescalas organizadas en 4 grupos de comportamientos
adaptativos: (1) Habilidades motoras, (2) Interaccién social/Comunicacion, (3) Habilidades para la vida personal y (4)
Habilidades comunitarias y de vida. Para cada elemento, el evaluador se presenta con declaraciones que les piden
que evaluen la capacidad y la frecuencia con que el individuo calificado puede realizar o realiza, en su totalidad, una
tarea particular sin ayuda o supervision. El desempefio del individuo se califica en una escala Likert de 4 puntos, con
respuestas que incluyen (0): Nunca o Rara vez, incluso si se pregunta; (1) Si, pero no bien, o aproximadamente una
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cuarta parte del tiempo; (2) bastante bien - o alrededor de tres cuartos de las veces - puede ser necesario pedir; (3)
hace muy bien, siempre o casi siempre sin que se lo pidan.

[0132] También mide 8 areas de comportamiento problematico. ElI SIB-R proporciona normas desde la infancia
hasta la edad de 80 afios 0 mas. Se ha utilizado en nifios con autismo y discapacidad intelectual. Algunos expertos
consideran que una de las fortalezas del SIB-R es que tiene aplicacion para las habilidades de adaptacion basicas y
las conductas problematicas de los nifios con trastornos cognitivos o del espectro autista significativos y puede
asignarse a los niveles de apoyo de la Asociacion Americana de Retraso Mental. Se considera que el SIB-R es
mucho menos vulnerable a la exageracion que algunas otras medidas de conductas adaptativas.

Escalas de Desarrollo Infantil de Bayley

[0133] En algunas realizaciones, la evaluacién de la funcién de desarrollo se puede realizar usando uno o mas
instrumentos de rendimiento de desarrollo. En algunas realizaciones, el instrumento de desempefio del desarrollo es
las Escalas de Desarrollo Infantil de Bayley (bsID-IIl). Las Escalas de Desarrollo Infantil de Bayley son una serie
estandar de mediciones que se utilizan principalmente para evaluar el desarrollo motor (fino y grueso), el lenguaje
(receptivo y expresivo) y el desarrollo cognitivo de bebés y nifios pequefios, de 0 a 3 afios. Esta medida consiste en
una serie de tareas de juego de desarrollo y toma entre 45 y 60 minutos para administrarse. Los puntajes brutos de
los articulos completados con éxito se convierten en puntajes de escala y puntajes compuestos. Estos puntajes se
usan para determinar el desempeifo del nifio en comparacion con las normas tomadas de los nifios con su desarrollo
tipico de su edad (en meses). La evaluacion se usa a menudo junto con el Cuestionario de comportamiento
adaptativo socioemocional. Completado por el padre o cuidador, este cuestionario establece el rango de conductas
adaptativas que el nifio puede lograr actualmente y permite la comparacion con las normas de edad.

Escala de Inteligencia de Wechsler para Nifios (WISC)

[0134] En algunas realizaciones, la Escala de Inteligencia de Wechsler para Nifios (WISC) se puede realizar. Por lo
general, la prueba WISC es una prueba de inteligencia administrada individualmente para nifios, en particular, nifios
entre las edades de 6 y 16 afios inclusive. En algunas realizaciones, la prueba WISC se puede completar sin leer ni
escribir. Una puntuacion WISC generalmente representa la capacidad cognitiva general de un nifio.

Escalas de comportamiento adaptativo de Vineland

[0135] En algunas realizaciones, se realizan Escalas de Comportamiento Adaptativo de Vineland. Por lo general, las
escalas de comportamiento adaptativo de Vineland miden el nivel de funcionamiento adaptativo de una persona. Por
lo general, el contenido y las escalas de comportamiento adaptativo de Vineland se organizan en una estructura de
tres dominios: comunicacion, vida diaria y socializacion. Esta estructura corresponde a los tres Dominios amplios del
funcionamiento adaptativo reconocidos por la American Association of Mental Retardation (AAMR, 2002):
Conceptual, Practical, and Social. Ademas, las escalas de comportamiento adaptativo de Vineland ofrecen un
dominio de habilidades motoras y un indice de comportamiento inadaptado opcional para proporcionar informacion
mas detallada

[0136] Instrumentos de rendimiento cognitivo ejemplares adicionales adecuados para la presente invencion se
enumeran en las figuras 19y 20,

Volumen de la estructura del cerebro

[0137] Ademas de las diversas pruebas estandarizadas descritas en el presente documento, el volumen de la
estructura cerebral se puede usar para evaluar la salud y la funcién cerebral. Por ejemplo, tal analisis puede
realizarse examinando el volumen total de materia gris cortical, derivado del analisis automatizado de las
exploraciones de imagenes de resonancia magnética cerebral en serie (IRM).

Mejora cognitiva

[0138] De acuerdo con la invencién, una enzima iduronato-2-sulfatasa (12S) recombinante se administra por via
intratecal a una dosis terapéuticamente eficaz de 10 mg o 30 mg y un intervalo de administracion mensual durante
un periodo suficiente para mejorar, estabilizar o reducir la disminucion de una o mas funciones cognitivas,
adaptativas, motoras y/o ejecutivas relacionadas con un control. Como se usa en el presente documento, los
términos "mejorar”, "estabilizar" o "reducir”, o equivalentes gramaticales, indican una evaluacién o medicion de las
funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas (por ejemplo, puntuaciones de pruebas cognitivas) que son
relativas a una evaluacion o medicion de referencia, como una evaluacién o medicién en el mismo individuo antes
del inicio del tratamiento descrito en este documento, o una evaluacién o medicién en un individuo de control (o
individuos de control mdltiple) en ausencia del tratamiento descrito en este documento.

[0139] Varios instrumentos cognitivos, incluidos los descritos en el presente documento, pueden usarse para evaluar
una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas. En algunas realizaciones, se usan las Escalas

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 447 T3

de Habilidad Diferencial-Segunda Edicion (DAS-II). La evaluacion DAS-II puede presentarse como puntuacion bruta,
puntuacion grupal, puntuacion estandarizada, percentil de edad equivalente o cociente de desarrollo. En algunas
realizaciones, la evaluacion DAS-II se presenta como una puntuacion de capacidad conceptual general (ACG). En
algunas formas de realizacion, se utiliza la version Il (bslD-111) de Escalas de Desarrollo Infantil de Bayley.

[0140] En diversas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante da como resultado una
puntuacion GCA mejorada o un cociente de desarrollo BSID-Ill en relacién con un control (p. ej., una puntuacion
inicial antes del tratamiento) después de un periodo de tratamiento de o mas de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18
meses, o0 1, 2, 3, 4, 5, 10 afos. Por ejemplo, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante puede
mejorar la puntuacion GCA o el cociente de desarrollo BSID-lll en 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30 puntos o mas
en comparacion con un control (p. €j., puntuacion inicial antes del tratamiento) después de un periodo de tratamiento
de mas de 3, 4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12 o 18 meses. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la
enzima 12S recombinante puede mejorar la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-IIl en un 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% o mas en comparacion con un control (p. €j., puntuacion inicial previa al
tratamiento) después de un periodo de tratamiento de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 18 meses. En algunas
realizaciones, la administracién intratecal de la enzima 12S recombinante puede dar como resultado una puntuacion
GCA mejorada o un cociente de desarrollo BSID-III dentro del rango de 70-105 (por ejemplo, 70-100, 70-95, 70-90,
75-105, 75-100, 75-95, 75-90, 80-105, 80-100, 80-95, 80-90) después de un periodo de tratamiento de mas de 3, 4,
5,6,7, 8 9, 10, 11, 12 o 18 meses. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S
recombinante puede dar como resultado una puntuacion GCA mejorada o un cociente de desarrollo BSID-III de 70,
75, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 90 puntos 0 mas después de un periodo de tratamiento de o mas de 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12 o 18 meses. Tipicamente, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante también puede
mantener la puntuacion mejorada por un periodo de o mas de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 o 36 meses.
Como se usa en este documento, mantener la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-III significa que el
cambio de la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-Ill es menor que 10, 9, 8, 7, 6 o 5 puntos dentro de
un periodo de 3, 6, 8, 10, 12 meses o el cambio de la puntuacion GCA o el cociente de desarrollo BSID-IIl durante
un periodo de 3, 6, 8, 10, 12 meses dentro del 20%, 15%, 10%, 5% de la media sobre dicho periodo.

[0141] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante da como resultado la
estabilizacion de la puntuaciéon GCA o el cociente de desarrollo BSID-III en relaciéon con la evaluacion inicial previa al
tratamiento después de un periodo de tratamiento de o mas de 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 18 meses, 0 1, 2, 3, 4,
5, 10 afos. En algunas realizaciones, la estabilizacion ocurre después de la disminucion inicial de la puntuacion
GCA o del cociente de desarrollo BSID-III. Por ejemplo, la estabilizacion puede seguir después de una disminucion
de no menos del 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15% o 10% de la puntuacién GCA o cociente de desarrollo BSID-III
desde la linea de base. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima I12S recombinante puede
estabilizar la puntuacién GCA o el cociente de desarrollo BSID-III por un periodo de o mas de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24, 27, 30, 33, o 36 meses. En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante
puede estabilizar la puntuacion GCA o el cociente de desarrollo BSID-IIl durante un periodo de 3-36 meses (por
ejemplo, 3-33,3-30, 3-27, 3-24, 3-21, 3-18, 3-15, 3-12, 3-9, 3-6, 6-36, 6-33, 6-30, 6-27, 6-24, 6-21, 6-18, 6-15, 6-12,
6-9 meses).

[0142] En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima I2S recombinante produce una
disminucion reducida del cociente de desarrollo GCAscore o BSID-IIl en relacién con un control (por ejemplo, la
puntuacion inicial antes del tratamiento) después de un periodo de tratamiento de o mayor a 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 18 meses, 0 1, 2, 3, 4, 5, 10 afios. Por ejemplo, la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante
puede dar como resultado la disminucién anual de la puntuaciéon GCA o el cociente de desarrollo BSID-III inferior a
aproximadamente 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, o 10 puntos. En algunas realizaciones, la administracion
intratecal de la enzima I2S recombinante puede resultar en la disminucion anual de la puntuacion GCA o del
cociente de desarrollo BSID-III inferior a aproximadamente 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, o0 10%.

[0143] En algunas realizaciones, la mejora cognitiva descrita en este documento se alcanza después de un periodo
de tratamiento de al menos 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 30, 36, o mas meses. En algunas realizaciones, la mejora
cognitiva descrita en este documento se logra después de un periodo de tratamiento de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 aflos o0 mas.

[0144] En diversas realizaciones, la administracion intratecal de una enzima I2S recombinante puede usarse para
mantener la mejora cognitiva descrita en este documento para mas de 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 meses, 0 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, afios, o el tiempo de vida del paciente que esta siendo tratado.

[0145] En diversas realizaciones, una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras, y/o ejecutivas también se
pueden utilizar como biomarcadores para controlar y/o optimizar el tratamiento. Por ejemplo, la dosis y/o el intervalo
de administracion para la administracion intratecal y/o intravenosa (si la administracion intratecal se usa junto con la
administracion intravenosa) se puede ajustar (por ejemplo, aumentar o disminuir) segun la puntuacion GCA, BSID-
lll, SIB-R, y/o BRIEF. En algunas realizaciones, si la puntuacion GCA, BSID-IlI, SIB-R y/o BRIEF no mejora después
de 4, 5 0 6 dosis, la dosis para administracion intratecal puede aumentar.
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[0146] Se contempla que comenzar la terapia intratecal temprana en la trayectoria del deterioro del desarrollo
neurolégico puede ser particularmente eficaz en el tratamiento del deterioro cognitivo.

[0147] La invencién se entendera mas plenamente por referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la invencién como se reivindica.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Evaluacion de los niveles de concentracion de suero de 12S y/o CSF en sujetos pediatricos

[0148] Los experimentos presentados en este ejemplo se disefiaron para evaluar modelos adecuados para
determinar la concentracion 12S predictiva en el suero y/o CSF y analizar la concentracion 12S observada vs.
predicha en sujetos pediatricos tras la dosificacion IV o IT.

[0149] En primer lugar, se realizaron experimentos para investigar diversos modelos compartimentales y su
capacidad respectiva para ajustar los datos de concentracion de suero y CSF después de la administracion IV e IT-L
de 128 en sujetos humanos. Los perfiles de concentracion media en el tiempo de 12S después de la administracion
IV y IT-L de varias dosis de I12S se determinaron en suero y LCR utilizando métodos estandar.

[0150] El modelado de estructura se utilizd para construir un modelo de 2 compartimentos (Figura 1), asi como los
parametros que demuestran el intercambio intercompartimental entre el plasma y CSF (Figura 2). El analisis
predictivo para la administracion de IV y de IT se evalud utilizando modelos humanos y alométricos para estimar
varios parametros de |12S en varias matrices (por ejemplo, suero y LCR) en nifios (Figuras 3 y 4). Para evaluar el
modelo humano, se analizé la concentracién de suero 12S después de la administracion IV o IT en pacientes
humanos mediante un ensayo ELISA. Segun lo indicado por los datos, el uso de un modelo humano proporciona
una prediccion precisa de la concentracion de suero 12S para la administracion de IT y IV basada en datos de
primates no humanos, en comparacién con los valores observados.

[0151] Sin embargo, dada la diferencia de altura, el peso y la masa corporal entre los seres humanos y sujetos
primates no humanos, se realizaron estudios adicionales para evaluar el uso de un modelo alométrico. Los niveles
de concentracion sérica de 12S se midieron tanto en sujetos pediatricos como en primates no humanos en diversos
puntos temporales, después de la administracién de IT-L. Se calculé un factor de correccién basado en la diferencia
en la relacion entre el peso corporal y el cerebro para humanos y primates no humanos. La Figura 5 muestra los
parametros farmacocinéticos (PopPK) de la poblacion a escala alométrica para pediatria para IT-12S después de la
correccion de la diferencia entre la relacion cerebro/BW entre primates no humanos (NHP) y los nifios. Para el suero
y en el CSF, se realizaron calculos para estimar los valores predictivos de los diversos parametros dentro de dos
grupos de sujetos: sujetos pediatricos menores de 6 afios y juveniles de 6-17 afios. Los calculos se realizaron
tomando el valor farmacocinético estimado para cada parametro en primates no humanos y corrigiendo las
diferencias, utilizando una relacion de peso cerebro/cuerpo de primate no humano sobre nifio (Figura 5). Se usé un
peso promedio de 2,73 kg para primates no humanos. Los parametros se escalaron utilizando el peso corporal
medio (20,6 kg) de los sujetos pediatricos clinicos humanos (Figura 5). La Figura 6, muestra una grafica de Dedrick
elemental ejemplar de concentracion de 12S en suero con escala BW en funcién del tiempo en escala en sujetos
pediatricos y monos después de la dosificacion de IT-L.

[0152] Las concentraciones séricas de 12S obtenidas de sujetos pediatricos se analizaron y evaluaron,
comparandolas con las concentraciones séricas previstas utilizando el modelo y los métodos descritos
anteriormente. La Figura 7 ilustra la concentracion sérica observada frente a la prediccion: el perfil de tiempo de 12S
en pacientes pediatricos después de una Unica infusion IV de 12S a una concentracion de 0,5 mg/kg. Los datos
sugieren que el perfil predicho después de la administracion IV fue bien predicho por el modelo NC escalado. La
Figura 8 ilustra la concentracién sérica observada frente a la prevista: perfil de tiempo de 12S en pacientes
pediatricos después de una Unica administracion de 10 mg de IT-L. En la Figura 9 se muestran los datos de
correccion de la diferencia de la relacién entre el peso del cuerpo y el cerebro. Estos hallazgos muestran que la
aplicacion de la correccion de la relacion cerebro/peso mejora la prediccion. También se realizaron estudios para
determinar las condiciones de muestreo y los puntos de tiempo 6ptimos para medir los parametros farmacocinéticos
en suero y LCR después de la administracion de 12S (Figura 10).

[0153] Estos resultados demuestran que el enfoque de modelado descrito en el presente documento puede permitir
una prediccion precisa de las mediciones farmacologicas en sujetos humanos basandose en los datos obtenidos de
primates no humanos. Estos resultados también sugieren que la administracién de Tl en sujetos humanos, en
particular, los pediatricos pueden afectar la concentracion de 12S tanto en suero como en CSF, y las
concentraciones de suero y/o CSF 12S pueden usarse para monitorear y/o optimizar el tratamiento y la eficacia
terapéutica.

Ejemplo 2: Evaluacion de la tolerancia de una dosis de 100 mg y modelado de la concentracion predictiva de
I12S en suero y LCR.
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[0154] Utilizando tanto los datos experimentales como los modelos farmacocinéticos obtenidos anteriormente, se
realizaron calculos para evaluar si una dosis mensual de 100 mg de Idursulfasa seria segura y/u ofreceria una
eficacia adicional mas alla de la dosis de 30 mg. Utilizando un modelo humano o un modelo alométrico, la exposicion
proyectada al plasma, incluidos los valores de Cmax y AUC proyectados, se anticipa después de que se pueda
extrapolar la administracion mensual de Idursulfasa por 100 mg (figuras 11 y 12). Como tal, los datos sugieren que
tal enfoque podria usarse para determinar la seguridad y la eficacia de una dosis mensual de 100 mg (o superior) de
Idursulfasa. Ademas, sugiere que, dado el perfil farmacocinético proyectado, una dosis de 100 mg de IT podria
administrarse de manera efectiva y segura a un paciente humano.

Ejemplo 3. Analisis farmacocinético de 12S administrado por via intratecal

[0155] Estas propiedades farmacocinéticas (PK) en suero de una idursulfasa-IT (I2S humana recombinante para
administracion intratecal [IT]) se evaluaron en el estudio clinico de fase I/ll disefiado para evaluar la seguridad y la
eficacia de la administracion de IT de la enzima de reemplazo 12S en pacientes humanos con sindrome de Hunter.

[0156] Los sujetos humanos diagnosticados previamente con Hunters sindrome se inscribieron en el estudio y
fueron extraidos de una gama de grupos de edad con diferentes grados de gravedad de la enfermedad. En los
ensayos clinicos se utilizé una forma purificada de la enzima lisosomal iduronato-2-sulfatasa producida por
tecnologia de ADN recombinante en una linea celular humana. Para el estudio, se implanté un dispositivo de
administracion de farmacos intratecal (IDDD) en el espacio intratecal que rodea el corddn espinal para cada sujeto.
Dependiendo del grupo de estudio, una dosis mensual de 0, 1, 10 o 30 mg de Idursulfasa se administr6 por via
intratecal a través de IDDD en combinacién con la administracion IV. La dosis mensual se continué hasta un periodo
de 36 meses para determinar la tolerancia y la eficacia del farmaco. La formulacion para administracion intratecal
utilizada en este estudio contiene 12S (50 mg/ml), cloruro de sodio (9 mg/ml) y polisorbato 20 (0,00005 mi/ml).

[0157] Para determinar el perfil farmacocinético de idursulfasa en muestras de suero recogidas de los pacientes
pediatricos se establecieron dos brazos de investigacion. El objetivo de este enfoque de dos brazos fue determinar
el perfil PK de la idursulfasa en muestras de suero tomadas de pacientes pediatricos con sindrome de Hunter y con
deterioro cognitivo que recibieron idursulfasa-IT por via intratecal a intervalos mensuales junto con la administracion
IV de idursulfasa (3 horas 0,5 mg/kg de infusién) a intervalos semanales. El grupo de investigacion inicial fue un
estudio aleatorizado, multicéntrico, de dosis muiltiples, retrasado en el tiempo, de escalamiento de dosis que evalué
la seguridad, la tolerabilidad y la actividad clinica de hasta 4 niveles de idursulfasa-IT administrados a través de un
dispositivo de administracion de farmacos intratecal (IDDD) mensualmente durante 6 meses junto con infusiones
semanales intravenosas (IV) de 12S recombinante (0,5 mg/kg) en pacientes con sindrome de Hunter y que tienen
deterioro cognitivo. A los pacientes que completaron todos los requisitos del estudio para el primer grupo se les
permitid participar en un segundo estudio interino, que fue disefiado como una extension abierta del estudio inicial,
para evaluar la seguridad a largo plazo y los resultados clinicos de la idursulfasa-IT administrada. junto con la
administracion intravenosa de 12S en pacientes pediatricos con sindrome de Hunter y deterioro cognitivo.

[0158] Hubo cuatro pacientes por grupo de tratamiento inscritos en el grupo de investigacion inicial. Un grupo
adicional de 4 pacientes se asigno al azar a un tratamiento sin IT durante 6 meses (un grupo solo de |V dentro de los
grupos de tratamiento de IT y 1V). Los pacientes se inscribieron en el Grupo 1 (10 mg) y en el Grupo 2 (30 mg) de
forma secuencial y progresiva. La inscripcion en el Grupo 4 (1,0 mg) comenzé después de la inscripcion en el Grupo
2. Debido al efecto favorable de la PD observada a 30 mg, la dosis de 100 mg planificada inicialmente no se
implementé y en su lugar se implementé un grupo de dosis de 1 mg.

[0159] La duracion del tratamiento idursulfasa-IT en el brazo inicial fue de 6 meses, con pacientes que recibieron 1
dosis de Idursulfasa-IT cada 28 dias. Los pacientes que completaron todos los requisitos del estudio en el brazo
inicial pasaron a participar en un estudio de extension de etiqueta abierta para evaluar la seguridad a largo plazo y
los resultados clinicos de la administracion de Tl de idursulfasa-IT. Los pacientes que recibieron idursulfasa-IT en el
primer brazo recibieron el mismo régimen de tratamiento en el estudio de extensién y continuaran recibiendo
tratamiento durante un maximo de 5 afios.

[0160] Para el brazo inicial de investigacion, los analisis farmacocinéticos de suero se llevaron a cabo en la semana
3 (después de la primera administracion idursulfasa-IT) y en la semana 23 (después de la sexta administracion
idursulfasa-IT). Para aquellos pacientes que continuaron con el segundo brazo del estudio, también se realizé un
analisis farmacocinético, pero al mes 19 y al mes 31. Durante las semanas de administracién de TI, en el primer y
segundo grupo de investigacion, la dosis intravenosa se administra 2 dias siguiendo la dosis de IT.

Muestra de sangre

[0161] La evaluacion de los perfiles de concentracion de idursulfasa en el tiempo del liquido cefalorraquideo (LCR)
es dificil debido al nimero limitado de colecciones de muestras de LCR clinicamente admisibles. Por lo tanto,
aunque no fue posible determinar un perfil farmacocinético completo en el LCR, los niveles de idursulfasa se
evaluaron indirectamente midiendo los perfiles sistémicos de concentracion de idursulfasa sérica, tomados de la
sangre. Las muestras de sangre se obtuvieron de pacientes que recibieron idursulfasa-IT o IV en las semanas 3 y 23
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(grupo de 10 y 30 mg) y el mes 19 (grupo de 10 mg) y se analizaron. Todas las muestras de sangre para el analisis
de PK se extrajeron de un vaso en el brazo opuesto a la infusion IV y se colocaron en tubos de recoleccién sin
ningun anticoagulante y se dejaron coagular a temperatura ambiente. Las muestras de sangre se recogieron dentro
de los 15 minutos previos a la administracion de idursulfasa-IT (linea de base antes de la inyeccion o Tiempo 0) y a
las 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8, 12 y 24 horas después de la administracion de idursulfasa-IT. Los tiempos de muestreo
se extendieron a 30 y 36 horas después de la administracion de idursulfasa-IT en la semana 23 (grupo de 30 mg) y
en el mes 19. Se recogieron muestras de sangre para la evaluacion de PK IV en el transcurso de 15 minutos antes
de la infusion intravenosa (linea de base previa a la infusion o tiempo 0), a las 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 y 3 horas durante la
infusion; y a las 3,5, 4,5, 6, 7, 9, 11 y 24 horas después del inicio de la infusion IV.

Analisis de suero 12S

[0162] Se analizaron muestras de suero para analisis PK para la concentracion de proteina usando métodos
validados de ensayo inmunoabsorbente ligado a la enzima de idursulfasa (ELISA). El limite inferior de cuantificacion
(LLOQ) del método ELISA utilizado para medir las concentraciones séricas de idursulfasa después de la
administracion IV fue de 62,5 ng/mL. EI LLOQ del ensayo utilizado para medir la idursulfasa sérica después de la
administracion de idursulfasa-IT fue de 6,25 ng/ml. Se utilizd un ensayo de proteina idursulfasa de mayor
sensibilidad para las muestras de idursulfasa-IT con el fin de detectar y examinar las cantidades mas bajas
anticipadas de idursulfasa que entran en la circulacién sistémica del compartimiento del SNC después de la
administracion de IT.

Analisis farmacocinético

[0163] Los parametros farmacocinéticos para idursulfasa se determinaron mediante analisis no compartimental
usando Phoenix Version 6.1 (Pharsight Corporation, Mountain View, CA, EE.UU.). Los tiempos reales de recoleccion
de muestras de sangre de PK en relacion con el inicio de la administracion de idursulfasa-IT se utilizaron en el
analisis de PK. Para el analisis de PK de las concentraciones de idursulfasa sérica después del inicio de la infusiéon
IV, se utilizaron los tiempos reales de infusidon (aproximadamente 180 min) y los tiempos reales de muestreo. Los
datos continuos se resumieron con las estadisticas descriptivas: nimero de observaciones, media, desviacion
estandar (DE), media geométrica, coeficiente de variacion (% CV), valores medios, minimos y maximos. Los datos
categoricos se resumieron con frecuencias y/o porcentajes. Los parametros farmacocinéticos calculados para cada
muestra incluyeron: concentracion sérica maxima observada (Cmax), tiempo de Cmax (Tmax), @rea bajo la curva de
concentracion sérica-tiempo desde el momento cero hasta el ultimo tiempo de muestreo en el que se midieron las
concentraciones séricas (AUCo.aitima), @rea bajo la curva de concentracion-tiempo del suero extrapolada al infinito
(AUCy.~), exposicion en estado estable para el intervalo de dosificacion (AUCss), constante de velocidad terminal
(AZ) derivada de la pendiente de la regresion log-lineal de la porcion terminal log-lineal de la curva de concentracion-
tiempo del suero, vida media terminal (t1,2) calculada como 0,693/AZ, tiempo de residencia medio extrapolado hasta
el infinito (MRTinx); que se calcula como aclaramiento total (CL) AUMCo../AUMC.. calculado como volumen de
distribucion (Vss) de dosis/AUMCy. calculado como MRTi,+CL y la distribucion de volumen (V;) derivados de la
eliminacion fase.

12S-IT e IV (Semana 3)

[0164] Los datos demuestran que a dosis de 10 y 30 mg, idursulfasa-IT exhibié perfiles de concentracion-tiempo de
suero Idursulfasa similares (Figura 13). La administracion intratecal de idursulfasa-IT demostrd una distribucion lenta
en el compartimiento sistémico, con una concentracion maxima observada (Tmax) para las dosis de idursulfasa-IT de
10 mg y 30 mg de 545,5 + 226,1 minutos y 420 + 84,9 minutos, respectivamente. En la semana 3 hubo un alto grado
de variabilidad en los valores de Cmax ¥ AUCo.aimo de pacientes individuales en los grupos de idursulfasa-IT de 10
mg (n =4)y 30 mg (n = 2), pero en general la exposicion fue similar para los dos grupos de tratamiento. La Cnax fue
de 144,5 + 65,9 ng/ml y 204,8 + 33, ng/mL, y la AUCo.citima fue de 140084,5 + 45590,1 min-ng/mL y 190487,7 +
38569,0 min-ng/mL para la idursulfasa de 10 y 30 mg - Grupos IT, respectivamente (Tabla 5). El IV AUMCy.. y la
Cmax para el grupo de idursulfasa-IT 10 mg en la semana 3 fue 469936,2 + 85471,3 min-ng/mL y 1695,5 + 376,0
ng/mL, respectivamente. El 12S IV AUMCO-= y Cmax para el grupo idursulfasa-IT 30 mg en la semana 3 fue 553300,4
6 190671,0 min-ng/mL y 2187,5 + 979,5 ng/mL, respectivamente (Tabla 8).

12S-IT e IV (Semana 23)

[0165] En la semana 23 los perfiles de PK de ambos grupos de dosis de idursulfasa-IT fueron similares a la Semana
3 (Figura 14). Idursulfasa-IT mostré una distribucion lenta en el compartimiento sistémico, con una Tmax de 570,8 +
181,5 minutos y 450,5 + 60,3 minutos, para las dosis de 10 mg y 30 mg respectivamente. Al igual que en la semana
3, en la semana 23 hubo un alto grado de variabilidad en los valores de Cmax Y AUCo.aimo de pacientes individuales
en los grupos de 10 mg (n = 4) y 30 mg (n = 4) idursulfasa-IT y la exposicion sistémica fue mayor para el grupo de
10 mg de idursulfasa-IT. La Cnax fue de 150,4 + 50,2 ng/mly 95,1 + 59,3 ng/mL, y el AUCo.atimo fue de 150529,0 +
43878,8 min-ng/mL y 102278,3 + 105526,2 min-ng/mL para los 10 mg y 30 mg de grupos de idursulfasa-TI,
respectivamente (Tabla 6). En la semana 23, el 12S IV AUMCO-~ y Cnax para el grupo idursulfasa-IT 10 mg fue
483492,6 + 69182,3 min-ng/mL y 1704,7 + 410,0 ng/mL, respectivamente. El I12S IV AUMCO-=~ y Cnax para el grupo
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idursulfasa-IT 30 mg en la semana 23 fueron 546934,2 + 115402,7 min-ng/mL y 2142,1 + 660,9 ng/mL,
respectivamente (Tabla 9).

12S-IT e IV (Mes 19)

[0166] En el punto de tiempo Mes 19, el perfil de PK de idursulfasa-IT es similar al observado en la semana 3 y 23
(Figura 15). Las concentraciones séricas de idursulfasa tuvieron un Tnax de 570,0 + 180,0 minutos. La evaluacion en
el mes 19 muestra que la exposicion sistémica a la dosis de 10 mg de idursulfasa-IT fue comparable a los valores
observados en la semana 3 y en la semana 23. La Cnax ¥ el AUCqutima fueron 96,4 + 44,3 ng/mL y 124433,3 +
30757,6 min-ng/mL, respectivamente (Tabla 7). La I12S administrada por via intravenosa (0,5 mg/kg) exhibi6 perfiles
de concentracion de tiempo de idursulfasa sérica superpuestos (Figura 3), asi como parametros PK similares en la
Semana 3 y en la Semana 23 (Tabla 9). En ambos periodos de tiempo, la Cnax generalmente coincidio con el final de
la infusion (3 horas).
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Tabla 5. Parametros de PK no compartimentales ejemplares de las concentraciones séricas de idursulfasa de

pacientes en el primer brazo después de la administracion de Idursulfasa-IT (Semana 3)
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Tabla 6. Parametros de PK no compartimentales ejemplares de las concentraciones de idursulfasa en suero de

pacientes en el primer brazo después de la administracion de Idursulfasa-IT (Semana 23)
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Tabla 7. Parametros PK no compartimentales ejemplares de las concentraciones de idursulfasa en suero de

ES 2728447 T3

pacientes en el segundo brazo después de la administracion de Idursulfasa-IT (mes 19)

tyz  Tmax  Crmax AUC a1 "‘:‘:’;g" v, (ml) cL MRT ¢
{min)  {min)  (ng/mL) (minng/mL) z {mL/min) {min)
‘ngimL)
Paciente 10 mg
046-013-0004 MNC 480.0 1581 166524.2 MNC MNC MNC NG
046-013-0005 14133 360.0 946 118038.8 190710.6 106917.3 52.4 2183.7
046-013-0011 10822 7200 58.8 925938 1352477 116503.9 739 1860.3
046-013-0014 11621 7200 T3 119576.3 1801155 B3080.3 55.5 1969.6
N 3 4 4 4 3 3 3 3
Media 12225 570.0 96,4 1244333 1686913 105500.5 60.6 2004.5
DE 168.9 180.0 443 30757 .6 294435 11775.9 11.6 164.5
CV% 13.8 36 46,0 24.7 17.5 11.2 19.2 B.2
Mediana 11621 600.0 838 119307.6 180115.5 106917.3 §5.5 1969.6
Min 1082.2 360.0 58.8 92593.8 1352477 93080.3 52.4 1860.3
Max 14133 7200 1581 1665242 190710.6 116503.9 738 2183.7
GoO~cais 12150 5471 89.7 121716.2 1668599 1050547 59.9 20001

NC - no calculado debido a puntos de datos insuficientes
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Tabla 8. Parametros PK no compartimentales ejemplares de las concentraciones de idursulfasa en suero de

pacientes en el primer brazo luego de la administracion de 12S IV recombinante (semana 3)
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Tabla 9. Parametros de PK no compartimentales ejemplares de las concentraciones de idursulfasa en suero de

pacientes en el primer estudio posterior a la administracion de 12S IV recombinante (semana 23)
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Biodisponibilidad de Idursulfasa-IT después de la administracion de TI

[0167] La biodisponibilidad sistémica de idursulfasa-IT después de la administracion intratecal se calcul6 en un
subconjunto de pacientes que tenia valores medibles AUMCO-« (n = 6; Tabla 10). Se observd un alto grado de
variabilidad entre pacientes en los grupos de dosis de 10 y 30 mg de idursulfasa-IT. El porcentaje medio de
biodisponibilidad para los grupos de 10 mg y 30 mg de idursulfasa-IT fue de 53,2 (rango de 29,9 a 88,0%) y 38,4
(rango de 24,4 a 59,2%), respectivamente. La biodisponibilidad promedio de idursulfasa-IT en ambos grupos de
dosis fue de 47,7 + 20,8%.

[0168] Por lo tanto, después de las dosis de 10 y 30 mg de IT, las concentraciones séricas de idursulfasa
aumentaron lentamente, lo que indica que hubo poca o ninguna pérdida de la idursulfasa inyectada por via intratecal
y no hay distribucion directa en la circulacion sistémica. Sin desear estar limitado por un estudio en particular, un
posible mecanismo es que la idursulfasa se elimine del LCR a través de las vellosidades aracnoideas. Los
materiales atraviesan las vellosidades por micro pinocitosis, que es un proceso unidireccional que media el
transporte desde el LCR al sistema venoso o al espacio epidural.

[0169] Los hallazgos también sugieren que, durante el primer brazo (semanas 0 a 23) del estudio, las dosis de 10
mg y 30 mg de idursulfasa-IT en la semana 3 y en la semana 23 exhibieron perfiles de concentracion de tiempo de
idursulfasa sérica casi superpuestos. La biodisponibilidad sistémica promedio de idursulfasa-IT después de las dosis
de IT de 10 y 30 mg fue aproximadamente 48% (rango 24-88%). No se observo la proporcionalidad de la dosis de la
exposicién a la idursulfasa sérica entre estas dos dosis de idursulfasa, con respecto a la Cmax 0 AUCouitima, 10 que
sugiere que la saturacion del mecanismo o mecanismos de transferencia del SNC al compartimiento sistémico se
logra a una dosis de IT menos que o igual a 10 mg.

Perfil de seguridad

[0170] Nueve de los 12 pacientes tratados (3 de 4 pacientes en cada grupo de dosis de IT) informaron al menos un
evento adverso que se evalué como relacionado con idursulfasa-IT. Sin embargo, no se consideraron eventos
adversos graves relacionados con la idursulfasa-IT. No hubo muertes durante el estudio, y ningun paciente
experimentd un evento adverso que amenazara su vida o se descontinué debido a un evento adverso. En conjunto,
los datos clinicos confirman que la administracion de Tl de la enzima 12S recombinante fue segura y bien tolerada.

Ejemplo 4: La administracion intratecal de 12S recombinante reduce los niveles de GAG en el liquido
cefalorraquideo

[0171] La MPSII (sindrome de Hunter), en su forma grave, se caracteriza por el aumento de la acumulacién de GAG
en los tejidos del cuerpo. El diagnéstico del sindrome de Hunter se correlaciona con la aparicion de retrasos
progresivos en el desarrollo, especialmente en pacientes adolescentes. Una prueba de seguridad de Fase I/ll de
reemplazo de enzima intratecal con idursulfasa-IT usando una formulaciéon de idursulfasa, se ha completado
recientemente para pacientes diagnosticados con sindrome de Hunter y que sufren de deterioro cognitivo grave.
Como se describe en el Ejemplo 3, dieciséis nifios con MPSII y deterioro cognitivo se inscribieron en 4 grupos de
dosis (sin tratamiento, 1 mg, 10 mg, 30 mg). Idursulfasa-IT se administr6 mensualmente durante 6 meses
consecutivos como un bolo lento a través de un dispositivo de administracién de farmacos intratecal o mediante
puncién lumbar, junto con una infusidn intravenosa semanal (0,5 mg/kg). Idursulfasa-IT fue generalmente bien
tolerada. No hubo signos de inflamacién meningea debido al contacto con idursulfasa-IT.

[0172] Los niveles de glicosaminoglicanos (GAGs) en el liquido cefalorraquideo (LCR) se midieron usando un
ensayo enzimatico. Los niveles de GAG se midieron durante la seleccion, durante la cirugia del implante, en cada
administracion de dosis mensual y al final del estudio. Como se demuestra en las Figuras 16-18, antes del inicio de
la terapia de reemplazo enzimatico, todos los pacientes tenian niveles de GAG de LCR que estaban
significativamente elevados sobre los niveles observados en voluntarios adultos sanos o controles pediatricos. En
los pacientes no tratados, los niveles se mantuvieron estables durante un periodo de 6 meses. La administracion de
idursulfasa-IT indujo una reduccion de los niveles de GAG en LCR en todos los pacientes tratados (Figuras 16-18).
Ademas, los hallazgos sugieren que los niveles estables de 12S se alcanzaron normalmente después de 2 o 3
inyecciones para el tratamiento con 10 y 30 mg de idursulfasa-IT (Figura 19). No se observé un rebote de los niveles
de GAG en LCR cuando se omitié una dosis (no se muestran los datos).

[0173] Estos datos indican que la idursulfasa-IT fue farmacodinamicamente activa cuando se administré en el LCR
de nifios con MPSII y puede reducir efectivamente los niveles de GAG en el LCR.

Ejemplo 5: La administracion intratecal de 12S recombinante mejora el rendimiento cognitivo

[0174] Este ejemplo demuestra que la administracion intratecal de la enzima I2S recombinante mejora el
rendimiento cognitivo en pacientes diagnosticados con sindrome de Hunter y que sufren un deterioro cognitivo grave
segun los datos de un ensayo de seguridad de Fase I/ll de reemplazo enzimatico intratecal con idursulfasa-IT (véase
Ejemplo 3).
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[0175] No se espera que la terapia de reemplazo de enzima intravenosa con idursulfasa recombinante para afectar
el deterioro cognitivo debido a la impenetrabilidad de la barrera sangre-cerebro a proteinas grandes. Para el estudio,
4 pacientes recibieron 1, 10 o 30 mg de idursulfasa-IT cada mes, con exposiciones entre 6 y 35 meses, y 4 nifios
adicionales no recibieron tratamiento durante 6 meses y luego fueron cambiados a terapia activa. El farmaco se
administré a través de un dispositivo de suministro de farmacos intratecal o mediante puncion lumbar. De los 16
pacientes, la mayoria tenia enfermedad neurodegenerativa avanzada al momento de la inscripcion, lo que hacia
imposible realizar evaluaciones cognitivas y funcionales detalladas. No se han observado eventos adversos graves
relacionados con la idursulfasa-IT hasta la fecha.

Capacidad conceptual general (ACG) evaluada por DAS-II

[0176] Las pruebas de desarrollo neurolégico de nifios con MPS Il tipicamente muestran resultados normales
durante los primeros 2 a 3 afios de vida; sin embargo, alrededor de los 3 a 4 afios de edad, aquellos nifios que
manifestaran un retraso en el desarrollo comienzan a desviarse de la trayectoria normal de desarrollo y disminuyen
rapidamente en el transcurso de unos pocos afios, generalmente entre los 3 y 9 afios de edad. El patrocinador ha
recopilado datos longitudinales utilizando el DAS-II, en ausencia de tratamiento con idursulfasa-IT, en pacientes con
MPS 1l con evidencia de deterioro cognitivo. Estos datos se recopilaron en un estudio de deteccién no
intervencionista en pacientes con MPS |l y en el periodo anterior al tratamiento en este primer estudio en humanos.
Los datos sugieren una disminucion anual de 13 a 14 puntos en la Capacidad Conceptual General (ACG) de los
pacientes. La puntuacion GCA tiene un promedio de 100 puntos y una desviacion estandar de 15 puntos en nifios
sanos; por lo tanto, una disminucion anual de 13 a 14 puntos representa un grave deterioro. Estos datos se alinean
con otros datos recopilados prospectivamente en la literatura publicada.

[0177] En esta fase /Il del estudio, la actividad clinica de la administracién intratecal idursulfasa-IT, junto con la
terapia |V, sobre el estado del desarrollo neurolégico del paciente se evalué mas de 6 meses usando medidas
estandarizadas de la funcion cognitiva, adaptativa, motora, y ejecutiva para uso apropiado en nifios con sindrome de
Hunter. Después de completar las evaluaciones de referencia, 7 de 12 pacientes tratados con idursulfasa-IT no
pudieron ensayarse en serie utilizando el instrumento DAS-II para medir su funcion neurocognitiva a lo largo del
tiempo. El hecho de que estos pacientes carecieran de la funcidon neurocognitiva suficiente para completar las
evaluaciones en serie se debib en gran parte a los criterios de inclusion del estudio que permitieron el reclutamiento
de pacientes gravemente afectados con deterioro neurocognitivo establecido, y fue una consecuencia de que el
estudio fue disefiado principalmente para la evaluacion de la seguridad, en lugar de la eficacia. De los 4 pacientes
en el brazo sin tratamiento, 3 pacientes no fueron analizables utilizando el DAS-II al final de los 6 meses, y el
evaluador no estuvo disponible en la visita de final del estudio para evaluacién de 1 de los pacientes no tratados.

[0178] Las evaluaciones longitudinales utilizando la version 22 prueba (DAS-Il) de Habilidades Diferenciales se
obtuvieron en 5 pacientes, con tiempos de seguimiento que varian de 6 meses a 24 meses. Cuatro de estos
pacientes, que recibieron 10 o 30 mg de idursulfasa-IT, mostraron una puntuacién estandar de Habilidad Conceptual
General estable o superior en el DAS-II. En particular, un nifio con antecedentes familiares de sindrome de Hunter
grave mantuvo su puntuacion hasta 2 afios después del inicio de la terapia de reemplazo enzimatico intratecal.

[0179] Un resumen de los resultados ejemplares de pruebas neurocognitivas se presenta en la Tabla 10. Los datos
incluyen tanto la puntuacion de capacidad conceptual general (GCA), segun lo medido por el DAS-II y el Cociente de
desarrollo (DQ), medido por el BSID-III. La principal prueba cognitiva utilizada durante el estudio fue la DAS-II; El
BSID-Ill fue una medida alternativa para su uso en nifios mas gravemente afectados. Cada evaluacién cognitiva se
inicio con un intento de realizar el DAS-II; sin embargo, si el nifio fallaba incluso en las preguntas mas simples del
DAS-II, se utilizé el BSID como alternativa.

[0180] Como se muestra en la Tabla 10, de los 5 pacientes que podrian ser evaluados en serie por el DAS-II, 3
mostraron evidencia de la estabilizacion de la capacidad neurocognitiva después de 6 meses de tratamiento con
idursulfasa-IT a las dosis de 10 mg o 30 mg. Un cuarto paciente (con 10 mg) mostré resultados variables durante el
estudio, y el quinto paciente que recibié 1 mg experimentd un deterioro cognitivo durante los 6 meses de duracion
del estudio.
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Tabla 10. Resumen de los resultados de las pruebas neurocognitivas (DAS-Il GCA o BSID-IIl DQ)

Numero de | Dosis Linea Semana | Semana | Semana | Comentarios de
paciente base? 3b 15 27 examinador
045-013-0004 | 10 mg MD 74 63 79 DAS-II
045-013-0011 | 10 mg 47 33 41 36 DAS-II Dificil de ensayar
045-013-0005 | 10 mg 46 MD MD MD DAS-II No ensayable
045-013-0014 | 10 mg 70 69 79 76 DAS-II Estabilizado, bien
045-013-0006 | 30 mg 41 MD MD MD DAS-II No ensayable
045-013-0003 | 30 mg 59 63 54 62 DAS-II Estabilizacion
después de declive
documentado
045-014-1009 | 30 mg 43 (DQ) 40 (DQ) MD 44 (DQ) BSID-III
045-014-1007 | 30 mg 22 (DQ) 13 (DQ) 19 (DQ) MD BSID-llI
045-013-0017 | 1 mg 66 50 45 41 DAS-II Severamente
afectado
045-014-1008 | 1 mg 47 (DQ) 49 (DQ) 46 (DQ) 43 (DQ) BSID-lII
045-014-1006 | 1 mg 16 (DQ) 15 (DQ) MD 12 (DQ) BSID-III
045-013-0024 | 1 mg MD MD MD MD No ensayable
045-013-0007 | Sin 49 MD NA MD No ensayable
tratamien
to
045-013-0019 | Sin 34 32 NA MD Evaluador no disponible en
tratamien la visita de fin de estudio
to
045-013-0021 | Sin MD MD NA MD No ensayable
tratamien
to
045-014-1001 | Sin 19 MD NA MD No ensayable
tratamien
to
aLinea de base es la medida de deteccidon mas cercana antes de la fecha de asignacion al azar.
bPara los pacientes tratados, la evaluacion se realizo después de la implantacion del dispositivo, pero
antes de la primera dosis de idursulfasa-IT.
Abreviaturas: DQ = cociente de desarrollo; MD = datos faltantes, no se intenté la prueba o el nifio no pudo
cooperar; NA = No aplicable.

[0181] Varios nifios en el estudio no pudieron someterse a una evaluacion cognitiva en absoluto, o solo se pudieron
evaluar utilizando el BSID-III (Tabla 10).

[0182] Varios pacientes también mostraron evidencia de la estabilizacion o mejora en adaptativo (evaluada usando
el instrumento SIB-R) y los comportamientos de funcién ejecutiva (evaluada mediante BRIEF) después de recibir 6
meses de tratamiento con idursulfasa-IT.

[0183] Se espera que una demostracion clara de beneficio clinico de la terapia intratecal idursulfasa-IT en la
preservacion de la funcién del desarrollo neurolégico puede ser mas evidente con la larga duracion del tratamiento
en los pacientes que comienzan la terapia temprana de Tl en la trayectoria de descenso del neurodesarrollo.

Independencia amplia evaluada por el SIB-R

[0184] Una evaluacion de Broad Independencia (Bl) se midi6 en el tiempo utilizando la Escala de Comportamiento
Independiente-Revisado (SIB-R). La puntuacién de independencia general se deriva como una puntuacion de
coeficiente intelectual, con un promedio de poblacién de 100 y una desviacion estandar de 15. En la tabla 11 se
muestran resultados ejemplares. Después del tratamiento, se observd una mejora en las puntuaciones de
independencia amplia en varios pacientes.

[0185] Las graficas de pacientes individuales por edad cronolégica de otros subdominios de conductas adaptativas
que comprenden el SIB-R (por ejemplo, habilidades motoras, habilidades de interacciéon social/comunicacion,
habilidades de vida personal, habilidades de vida en la comunidad) fueron generalmente similares a las habilidades
de independencia amplia (datos no mostrados).
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Tabla 11. Resumen de los resultados de las pruebas de desarrollo neurolégico (SIB-R Bl)

Numero de | Dosis Linea | Semana | Semana | Semana | Comentarios de
paciente base? | 3 15 27 examinador
045-013-0004 | 10 mg 68 77 MD 93
045-013-0011 | 10 mg 52 24 24 18
045-013-0005 | 10 mg 38 54 33 30
045-013-0014 | 10 mg 58 54 70 70
045-013-0006 | 30 mg 29 18 21 13
045-013-0003 | 30 mg 53 53 50 50
045-014-1009 | 30 mg 17 17 MD 23
045-014-1007 | 30 mg 14 ND ND 1
045-013-0017 | 1 mg 56 59 MD 44
045-014-1008 | 1 mg 61 63 52 52
045-014-1006 | 1 mg 11 14 ND 14
045-013-0024 | 1 mg 40 MD 15 ND
045-013-0007 | Sin MD MD NA MD Limitaciones cognitivas del
tratamiento paciente
045-013-0019 | Sin MD 34 NA 32
tratamiento
045-013-0021 | Sin ND ND NA ND
tratamiento
045-014-1001 | Sin MD MD NA MD
tratamiento
aLinea de base es la medida de deteccién mas cercana antes de la fecha de asignacion al azar.
bPara los pacientes tratados, la evaluacion se realizo después de la implantacion del dispositivo, pero
antes de la primera dosis de idursulfasa-IT.
Abreviaturas: Bl = independencia ancha; MD = datos faltantes, no se intento la prueba o el nifio no pudo
cooperar; NA = No aplicable. ND = nimero no derivable

[0186] Para entender si habia una relacién entre los cambios cognitivos y los aspectos de comportamiento de la vida
diaria, los coeficientes de correlacion se calcularon entre la Habilidad Conceptual General DAS-Il y la Puntuacion de
Independencia General del SIB-R, asi como los subdominios (véase tabla 12).

Tabla 12. Resumen de las correlaciones entre las pruebas cognitivas seleccionadas - Poblacion ITT

Parametro 1 Parametro 2 Coeficiente de correlacion
DAS-II GCA puntuaciones | DAS-Il SNC Puntuaciones estandar 0,9482
estandar
DAS-II GCA puntuaciones | SIB-R Amplias puntuaciones estandar | 0,8087
estandar de independencia
DAS-II GCA puntuaciones | SIB-R Puntuaciones estandar de | 0,5081
estandar habilidades de vida
DAS-II GCA puntuaciones | SIB-R Puntuaciones estandar | 0,7473
estandar personales de habilidades de vida en
la comunidad
DAS-II GCA puntuaciones | SIB-R Puntuaciones estandar de | 0,7060
estandar habilidades de
comunicacion/interaccion social
DAS-II GCA puntuaciones | SIB-R Puntuaciones estandar de | 0,5467
estandar habilidades motoras
Nota: Se utilizaron modelos mixtos para tener en cuenta las mediciones repetidas.

[0187] Como puede verse en la Tabla 12, las puntuaciones estandar DAS-II GCA y SIB-R Bl estaban bien
correlacionadas (r = 0,8087), y buenas correlaciones también se observaron entre las GCA y puntuaciones estandar
para otros subdominios SIB-R que, colectivamente, miden la capacidad de un nifio para funcionar de manera
independiente. Estas correlaciones también sugieren que las mejoras cognitivas observadas tienen un valor mas
que académico y se traducen verdaderamente como una medida de mejora en la capacidad del nifio para funcionar
de manera independiente. Estos altos nimeros de correlacion constituyen un aspecto importante de la validacion del
DAS-Il como medida clinicamente relevante en la poblacion MPS Il.

[0188] En conjunto, estos datos demuestran que la administracion intratecal de enzima 12S recombinante puede

tratar efectivamente el deterioro cognitivo en pacientes con sindrome de Hunter. Se espera que una mayor duracion
del tratamiento y/o una intervencion temprana en la trayectoria del deterioro del desarrollo neuroldgico con

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 447 T3

idursulfasa-IT puedan ser particularmente Utiles para mejorar el rendimiento cognitivo, por ejemplo, al estabilizar o
aumentar la puntuacion DAS-II en nifios con deterioro cognitivo debido al sindrome de Hunter.

[0189] Mientras que ciertos compuestos, composiciones y métodos descritos en el presente documento se han
descrito con especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los siguientes ejemplos sirven solamente para
ilustrar los compuestos de la invencién y no estan destinados a limitar los mismos.

[0190] Los articulos "un" y "una" como se utilizan aqui en la especificacion y en las reivindicaciones, a menos que se
indique claramente lo contrario, debe entenderse para incluir los referentes plurales. Las reivindicaciones o
descripciones que incluyen "o0" entre uno o mas miembros de un grupo se consideran satisfechas si uno, mas de
uno, o todos los miembros del grupo estan presentes, empleados o, de lo contrario, relevantes para un producto o
proceso determinado, a menos que se indique lo contrario o evidentes de otro modo por el contexto. La invencién
incluye realizaciones en las que exactamente un miembro del grupo esta presente, empleado o de otro modo
relevante para un producto o proceso dado. La invencion también incluye realizaciones en las que mas de uno, o
todos los miembros del grupo estan presentes, empleados en, o de otro modo relevantes para un producto o
proceso dado. Ademas, debe entenderse que la invencion abarca todas las variaciones, combinaciones vy
permutaciones en las que se presentan una o mas limitaciones, elementos, clausulas, términos descriptivos, etc., de
una o mas de las reivindicaciones enumeradas en otra reivindicacién que dependa de la misma reivindicacion de
base (o, segun corresponda, cualquier otra reclamaciéon) a menos que se indique lo contrario o que sea evidente
para un experto en la técnica que surgiria una contradiccion o inconsistencia. Cuando los elementos se presentan
como listas (por ejemplo, en el grupo de Markush o en un formato similar), debe entenderse que cada subgrupo de
los elementos también se revela, y cualquier elemento puede ser eliminado del grupo. Debe entenderse que, en
general, cuando se hace referencia a la invencioén, o aspectos de la invencién, que comprenden elementos,
caracteristicas, etc. particulares, ciertas realizaciones de la invencién o aspectos de la invencién consisten, o
consisten esencialmente en, tales elementos, caracteristicas, etc. Para fines de simplicidad, esas realizaciones no
se han expresado especificamente en todos los casos en tantas palabras en este documento. También debe
entenderse que cualquier realizacion o aspecto de la invencion se puede excluir explicitamente de las
reivindicaciones, independientemente de si la exclusion especifica se menciona en la memoria descriptiva.
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REIVINDICACIONES

1. Una enzima iduronato-2-sulfatasa (12S) recombinante para uso en un método para tratar el Sindrome de Hunter
en un paciente humano, en donde la enzima I12S recombinante se administra por via intratecal a un sujeto que
necesita tratamiento con una dosis terapéuticamente efectiva de 10 mg o 30 mg y un intervalo de administracion
mensual durante un periodo de tratamiento suficiente para (i) mejorar, estabilizar o reducir la disminucioén de una o
mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas en relacion con un control, o (ii) disminuir el
glicosaminoglicano (GAG) Nivel en el liquido cefalorraquideo (LCR) en relacion con un control.

2. La enzima I2S recombinante para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
la que la administracion intratecal se realiza mediante puncién lumbar o mediante acceso intermitente o continuo a
un dispositivo de administracion intratecal de farmacos implantado (IDDD).

3. La enzima 12S recombinante para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la
que el periodo de tratamiento es de 6 meses 0 24 meses.

4. La enzima I2S recombinante para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la
que una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas se evallan mediante las Escalas de
Habilidad Diferencial-Segunda Edicion (DAS-II), opcionalmente en donde la evaluacion DAS-II se realiza mediante
una puntuacion bruta, una puntuacion de grupo, una puntuacion estandarizada, un percentil de edad equivalente o
un cociente de desarrollo, opcionalmente en la que la evaluacién DAS-II se realiza mediante una puntuacién de
capacidad conceptual general (ACG),

opcionalmente, en donde la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante da como resultado:

(i) una puntuacion GCA mejorada en relacion con el control, o
(ii) estabilizacion de la puntuacion GCA en relacion con el control.

5. La enzima I2S recombinante para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
la que la administracion intratecal de la enzima 12S recombinante da como resultado una mejora o estabilizacion de
una o mas funciones adaptativas evaluadas por (i) las escalas de comportamiento independiente revisado (SIB-R)
y/o (ii) el Inventario de Calificaciéon de Comportamiento de la Funcién Ejecutiva (BRIEF).

6. La enzima I2S recombinante para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde el control es indicativo de (i) una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas en el sujeto
antes del tratamiento, o (ii) una o mas funciones cognitivas, adaptativas, motoras y/o ejecutivas en un sujeto control
con la misma enfermedad y estado de desarrollo sin tratamiento, o (iii) el nivel de GAG en el LCR del sujeto antes
del tratamiento.

7. La enzima I2S recombinante para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
la que la administracion intratecal se realiza junto con la administracion intravenosa de la enzima I2S recombinante,
opcionalmente en la que la administracion intravenosa de la enzima I2S recombinante es de una dosis de
aproximadamente 0,5 mg/kg de peso corporal.

8. La enzima I2S recombinante para uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el método comprende
ademas una etapa de ajuste de la dosis y/o el intervalo de administracion para administracion intratecal y/o
intravenosa basada en (a) la ACG, y/o la puntuacion SIB-R, opcionalmente, en donde la etapa de ajuste comprende
aumentar la dosis terapéutica efectiva para la administracion intratecal basada en una disminucién de la puntuacién
de GCA con respecto al control o (b) el nivel de GAG en el LCR.

9. La enzima I2S recombinante para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en
donde la administracion intratecal no produce efectos adversos graves en el sujeto y/o no requiere un
inmunosupresor.

10. La enzima 12 recombinante se debe a una de las reivindicaciones anteriores, en la que se presenta un deterioro
cognitivo-subjetivo.
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Modelos estructurales enlazados finales para I12S en suero y CSF
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Transferencia intercompartimental entre CSF y suero

i
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: KouT, lag i
i ]
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Parametro Estimacion %BSV
Kin (1/h) NA NA
Kour (1/h) 0,229 NA
Lag (h) 0,405 NA
F(%) (CSF a SYS) 42,7 NA
Fig. 2

43




ES 2728447 T3

Modelo humano 2-comp para I2S en suero tras IV

Observado (5%)

Modelo humano predicho

(.‘.on-::er!tracidn de suero 125

N LA NN R B
Tiempo

Parametros en suero

Parametro Predicho Real %PE
VSYS (mL) 749 16020 0.05
CLSYS (mL/h) 678 4577 0.15

Subraya la naturaleza conservadora de escalacion
alométrica

Fig. 3
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Modelo humano 2-comp para I2S en suero tras IT-L

o ] Observado (5%)
o
g |
8
E *—~ Modelo humano predicho
£
g Observado (95%)
O o
d L L
Tiempo
Parametros en suero
Parametro | | Predicho * Real %PE
Ka (1/h) 0.043 0.039 1.1
F 10.7 >100 0.1
Lag 0.065 0.48 0.14
* Corregido con respecto a la diferencia en relacion de peso de
cerebro/cuerpo
Fig. 4
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Parametros PopPK alométricamente escalados a pediatrica para IT-12S tras correccién por
diferencia de relacion cerebro/BW entre NHP y nifos

Matri Paramet Estimaciones |Factor de escalacién @ enpr:;in;irgsagz:;r::d:;ad id'::;ig?éﬁf}l:ﬂ:add;z ::d}
o Serssee en monos | (BWhumano/BWnhp]® (tipico 10 kg) (tipico 50 kq)
Ve (mL) 992 3660 183 363 1817
Vp (mL) 310 3660 183 1136 5678
Suero CL (mUih) 149 25650 8.85 395 1319
CLd (mLh) 90.4 2650 8.85 239 800
Viege (ML) 1.15 3660 183 4 21
V,(mL) 6.31 3660 183 23 116
v, (mL) 227 3660 183 8 42
Clgys (mUsh) 0.224 25650 8.85 1 2
CL, (mL/h) 0.455 2650 8.85 1 4
CL, (mL/h) 1.60 2.650r 8.85 4 14
o K,, (1/h) 0273 0.723 0 0.483 0.197 0.132
F‘“éﬂ:;';ls to 0.0492 NA 0.0492 0.0492
Koy (1/h) 0.124 0.723 © 0.483 Kout'R = 0,043 0.0599
Lag (h) 0.0665 NA 0.0665 0.0665
F':“Lfrcss}':” 511 NA FR=107 51.1

aUtilizando BW de 2,73 kg en monos y BW correspondiente en hombre. b = 0,75 para aclaraciones, 1 para
volumenes y -0,25 para velocidades, R = 0,209, relacién de peso cerebro/cuerpo mono sobre nifio

Fig. 5
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Grafica de Dedrick elemental de concentracion de suero 12S BW-escalado vs. tiempo escalado en sujetos
pediatricos y monos tras dosificacion IT-L
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Tiempo escalado

aUtilizando BW de 2,73 kg en monos y BW correspondiente en hombre. ® = 0,75 para aclaraciones, 1
para volumenes y -0,25 para velocidades, °Parametros fueron escalados utilizando un peso corporal
mediano (20,6 kg) de sujetos clinicos humanos

Fig. 6
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Concentracion de suero observado vs predicho-perfil de tiempo de 12S en sujetos pediatricos siguiendo una
infusion IV unica de 12S (0,5 mg/kg)

Media predicha

Concentracion 12S de suero

Tiempo

Perfil predicho tras la administracion IV bien predicha por el modelo NC escalado

Fig. 7
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Concentracién 12S de suero

ES 2728 447 T3

Sujetos tras una unica administracion IT-L de 10 mg

Observado 95% Cl_superior

d RS S el T~ Media predicha

» -
- - .

Observado 95% Cl_inferior

Tiempo

Aplicacion de correccion de relacion cerebro/BW mejora la prediccion

Fig. 8
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Concentracién de suero 128

ES 2728 447 T3

Concentracion de suero observado vs predicho-perfil de tiempo de 12S en sujetos
pediatricos siguiendo una administracion IT-L tnica de 10 mg

sl

Predicho

/

Observado (5%)

"~ Observado (95%)

| |
Tiempao

Relacién de peso cerebro/cuerpo
Correccién de diferencia

Fig. 9
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Muestreo optimo en suero y CSF de sujetos pediatricos
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Fig. 10
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Situacion de concentracion I12S de suero siguiendo la administracion IT-L a1, 10, 30 y 100
mg (utilizando el modelo humano)

Concentracién de suero 125
%
-
=]

’ l T | 1 { T | T | 1 |
Tiempo

Exposicion 12S predicha en suero de nifios

Dosis -l AUC, .
(mg) (ng/mL} (ng*himL)
1 13.0 1315
10 130 13150
30 390 39449
100 1300 131495

Fig. 11
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Simulacion de concentracion CSF 1S2 siguiendo la administracién IT-L a1, 10, 30 y 100
mg (utilizando el modelo alométrico)

-‘% /1 00 mg
g 30
g mg
S \E\* __.nr""""' ’
g
+— 1 mg
A A T |
Tiempo
Exposicion 12S predicha en CSF
Dosis C, AUC, .
{(mg) {(ng/mL) (ng*h/mL)
1 103179 1315724
10 1031792 13157240
30 3095377 39471716
100 10317917 1.32E+08

Fig. 12
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- ldursulfasa.I[T{10 mg: =4}
€ |dursulfasa.IT (30 mg n=2)
== ldursulfasa-IV (0.5 mg'kg; n=7)

1000

Concentracién de suero (ng/ml.)

0 6 12 18 24 30 36
Tiempo (horas) tras administracién

Fig. 13

54



Concentracién de suero (ng/ml.)

ES 2728447 T3

=& |dursulfasa-IT (10 mg n=4)
-©- Ildursulfasa-IT (30 mg n=4)
-©-Idursulfasa-[V (0.5 mg/kg; n=7)

Tiempo (horas) tras administracién

Fig. 14
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Concentracidn de suero  {nuo ml.}
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Niveles de GAG de fluido cerebrospinal para el grupo de tratamiento de 10 mg (0-36 meses)

10 mg.fGrI.lpn de dosis

g
) —a— 0120004
‘% —a— 0130005
° a— 0130011
Q s 0130014
<
o

0 6 12 18 24 30 36
Tiempo (Meses)

Fig. 16
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Niveles de GAG de fluido cerebrospinal para el grupo de tratamiento de 30 mg (0-15 meses)

30 mg/Grupo de dosis

5
-E' | [—e—o013-0008
.E. : —=—013-0003
z || —&—014-1000
6 : —=— 014-1007
S

;

Tiempo (Meses)

Fig. 17
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Puntuacion de
independencia ancha
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