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DESCRIPCION
Formulaciones para enzimas lisosémicas
Antecedentes

La ausencia de una o mas enzimas lisosémicas en el lisosoma provocan, de forma directa o indirecta, mas de
cuarenta enfermedades de almacenamiento lisosémico (EAL). Se va en pos de forma activa de la terapia de
reemplazo enzimatico para las EAL. En general, la terapia necesita que las proteinas de las EAL se capten y
suministren a los lisosomas en una diversidad de tipos celulares. Los inventores de la presente solicitud han
desarrollado de forma previa una tecnologia de direccion basada en péptidos, que permite la entrega mas eficaz de
enzimas terapéuticas a los lisosomas. Esta tecnologia patentada se denomina Direccidn Lisosémica Independiente
de Glucosilacion (DLIG). Los detalles de la tecnologia DLIG se describen en las patentes de Estados Unidos n.°
7.396.811, 7.560.424, y 7.629.309; las solicitudes de publicacion de Estados Unidos n.° 2003-0082176, 2004-
0006008, 2003-0072761, 2005-0281805, 2005-0244400, y las publicaciones internacionales WO 03/032913, WO
03/032727, WO 02/087510, WO 03/102583, WO 2005/078077.

Debido a que las proteinas utilizadas en la terapia de reemplazo enzimatico son mas grandes y mas complejas que
los farmacos organicos e inorganicos tradicionales (es decir, poseen multiples grupos funcionales ademas de
estructuras tridimensionales complejas), la formulaciéon, acondicionamiento y conservacion de tales proteinas
presentan problemas especiales.

Sumario de la invencién

La presente invencidn proporciona formulaciones mejoradas para las enzimas lisosémicas Utiles para la terapia de
reemplazo enzimatico. Entre otras cosas, la presente invencion proporciona formulaciones que conservan y
potencian la estabilidad y/o la eficacia de una enzima lisosémica tal como la alfa glucosidasa acida.

Se describe una composicion farmacéutica para el tratamiento de la enfermedad de Pompe que comprende una alfa
glucosidasa acida y un poloxamero. En algunas realizaciones, el poloxdmero adecuado para la invencién es
Pluronic® F-68. En algunas realizaciones, el poloxamero estd en una concentracion que varia entre
aproximadamente el 0,001 % y aproximadamente el 0,2 %. En determinadas realizaciones, el poloxamero esta en
una concentracion de aproximadamente el 0,1 %. En determinadas realizaciones, el poloxamero esta en una
concentracion de aproximadamente el 0,05 %.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencion incluye adicionalmente un
agente tamponador. En algunas realizaciones, el agente tamponador se selecciona del grupo que consiste en
histidina, acetato de sodio, citrato, fosfato, succinato, Tris y combinaciones de los mismos. En determinadas
realizaciones, el agente tamponador esta en una concentracion que varia entre aproximadamente 25 mM y
aproximadamente 50 mM.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion incluye adicionalmente un
agente estabilizador. En algunas realizaciones, el agente estabilizador se selecciona del grupo que consiste en
sacarosa, arginina, sorbitol, manitol, glicina, trehalosa y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion incluye adicionalmente un
modificador de la tonicidad. En algunas realizaciones, el modificador de la tonicidad se selecciona del grupo que
consiste en glicina, sorbitol, sacarosa, manitol, cloruro de sodio, dextrosa, arginina y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion incluye un agente formador de
volumen. En algunas realizaciones, el agente formador de volumen se selecciona del grupo que consiste en
sacarosa, manitol, glicina, cloruro de sodio, dextrano, trehalosa y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion tiene un pH que varia desde
aproximadamente 4,0 a aproximadamente 7,0. En determinadas realizaciones, un pH adecuado es de
aproximadamente 6,0.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién esta en una forma adecuada
para la administracion parenteral. En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica de acuerdo con la
invencién esta en una forma adecuada para la infusién intravenosa.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion es una mezcla liofilizada.

En algunas realizaciones, la alfa glucosidasa acida en una formulacién es una alfa glucosidasa acida (AGA) de ser

humano recombinante. En determinadas realizaciones, la AGA de ser humano recombinante se produce a partir de
células CHO. En determinadas realizaciones, la AGA de ser humano recombinante tiene niveles de glucosilacion

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2758 827 T3

modificados (por ejemplo, aumentados o reducidos) en comparacion con la AGA de ser humano de origen natural.
En determinadas realizaciones, la AGA de ser humano recombinante contiene cantidades aumentadas de restos
manosa-6-fosfato en comparacion con la AGA de ser humano de origen natural. En algunas realizaciones, la AGA
de ser humano recombinante contiene cantidades reducidas de restos manosa-6-fosfato en comparacion con la
AGA de ser humano de origen natural. En algunas realizaciones, la AGA de ser humano recombinante utilizada en
una formulacion esta subglucosilada o desglucosilada.

En algunas realizaciones, la alfa glucosidasa acida es una proteina de fusién que comprende a la AGA de ser
humano o a una variante funcional de la misma. En algunas realizaciones, la proteina de fusién incluye
adicionalmente un péptido de direccion lisosdmica. En algunas realizaciones, el péptido de direccion lisosémica tiene
una secuencia de aminoacidos por lo menos el 70 % (por ejemplo, por lo menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
98 %, 0 99 %) idéntica al IGF-Il de ser humano maduro (SEQ ID NO: 1).

En algunas realizaciones, el péptido de direccién lisosdmica es una muteina del IGF-ll y comprende una mutacion
dentro de una region que corresponde a los aminoacidos 34-40 de la SEQ ID NO: 1, de forma que la mutacion
suprime por lo menos un sitio de escision de la proteasa furina. En algunas realizaciones, el péptido de direcciéon
lisosémica es una muteina del IGF-II que tiene afinidad de unién disminuida por el receptor de IGF-I con respecto a
la afinidad del IGF-Il de ser humano de origen natural por el receptor del IGF-I. En algunas realizaciones, el péptido
de direccién lisosémica es una muteina del IGF-II que tiene afinidad de unién disminuida por el receptor de insulina,
con respecto a la afinidad del IGF-II de ser humano de origen natural por el receptor de insulina.

En algunas realizaciones, la proteina de fusion comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2. En
algunas realizaciones, la proteina de fusién comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos el 70 % (por
ejemplo, por lo menos el 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 0 99 %) idéntica a la SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una alfa
glucosidasa acida descrita en el presente documento en una formulacién que contiene aproximadamente citrato de
sodio 50 mM, manitol al 4 %, trehalosa al 1 %, y Pluronic F-68 al 0,1 %. En algunas realizaciones, la presente
invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una alfa glucosidasa acida descrita en el
presente documento en una formulacién que contiene aproximadamente citrato de sodio a 25 mM, manitol al 2 %,
trehalosa al 0,5 %, y Pluronic F-68 al 0,05 %. En diversas realizaciones, una formulacion de acuerdo con la
invencion esta en una forma liquida. En diversas realizaciones, una formulacion de acuerdo con la invencion tiene un
pH que varia aproximadamente entre 5-7 (por ejemplo, un pH de aproximadamente 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8,
6,9, o 7,0). En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que
comprende una mezcla liofilizada de una alfa glucosidasa acida descrita en el presente documento, citrato de sodio,
manitol, trehalosa, y Pluronic F-68.

Adicionalmente, se describen métodos para el tratamiento de la enfermedad de Pompe y de otras enfermedades de
almacenamiento lisosémico, mediante la administracion de una composicién farmacéutica descrita en el presente
documento a un sujeto que necesita tratamiento.

Como se utiliza en la presente solicitud, las expresiones “aproximadamente” y “de forma
aproximada” se utilizan como equivalentes. Cualquiera de las cifras utilizadas en la presente solicitud, con o sin
aproximadamente/de forma aproximada, tienen el propdsito de cubrir cualquiera de las fluctuaciones normales que
aprecia alguien con las habilidades habituales en la técnica pertinente. Por ejemplo, las fluctuaciones normales de
un valor de interés pueden incluir una serie de valores que caen dentro del 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %,
15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0 menos en cualquier direccién
(mayor que o menor que) de un valor de referencia establecido a menos que se establezca otra cosa o que sea
evidente otra cosa a partir del contexto (excepto en donde tal nimero excediese el 100 % de un posible valor).

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa resultados ejemplares de estudios de exploracién de tensioactivos. Los viales se
muestran después de la agitacion con y sin tensioactivos.

La Figura 2 ilustra cromatogramas de SE-HPLC ejemplares de muestras después de la agitacion durante 4 horas
a temperatura ambiente. La muestra agitada sin tensioactivo no se analizé debido a la precipitacion.

La Figura 3 ilustra un ciclo de liofilizacién ejemplar utilizado para liofilizar diversas formulaciones.
La Figura 4 representa viales ejemplares que contienen la formulacion después del secado.
La Figura 5 ilustra la calorimetria de seleccion diferencial de C6MT ejemplar.

La Figura 6 ilustra cromatogramas de SE-HPLC ejemplares de todas las formulaciones a "pre lio.", tiempo cero, y
dos dias de reconstitucion. No tuvo lugar degradacién detectable como resultado del procedimiento de
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liofilizacion o del almacenamiento de dos dias después de la reconstitucion.

La Figura 7 ilustra cromatogramas de SE-HPLC ejemplares para todas las formulaciones probadas después de
16 semanas de almacenamiento a 4 °C y a 25 °C.

La Figura 8 ilustra el SDS-PAGE ejemplar de todas las formulaciones probadas después de 16 semanas de
almacenamiento a 4 °Cy a 25 °C.

La Figura 9 ilustra el analisis de SDS-PAGE ejemplar de la reconstitucién "pre lio.", tiempo cero, y dos dias de
reconstitucion de las formulaciones probadas.

La Figura 10 ilustra la estabilidad ejemplar mediante SEC-HPLC (HPLC por cromatografia de exclusién por
tamafio) de las tres formulaciones probadas almacenadas a (A) 4 °C, (B) 25 °C, y (C) 37 °C.

La Figura 11 ilustra la medicidon ejemplar de la concentracion de las proteinas de la muestra mediante
espectrofotometria de A2so. Las concentraciones de proteinas de las muestras probadas fueron estables en el
transcurso de 92 dias del estudio. La concentraciéon de proteina de la muestra se determiné mediante medicién
de la Azso utilizando un coeficiente de extincion de 1,59 cm (mg/ml)-!.

La Figura 12 ilustra la medicién ejemplar de la actividad enzimatica de AGA mediante el ensayo de PNP.
Definicion de unidad: enzima necesaria para hidrolizar 1 nmol de para-nitrofenol alfa-glucésido (Sigma
n.° N1377) en una hora a 37 °C en una reaccién que contiene sustrato 10 mM y acetato de sodio 100 mM pH 4,2.
Las reacciones de 50 pl se detuvieron con 300 ul de carbonato de sodio 100 mM. El sustrato hidrolizado se
detect6 a 405 nm y se comparo con una curva estandar de p-nitrofenol (Sigma n.° N7660).

La Figura 13 ilustra la medida ejemplar de la actividad de AGA de ZC-701-GMP1 mediante el ensayo PNP, en
muestras que se sometieron a hasta 5 ciclos de congelacién instantanea en nitrégeno liquido, seguido de
descongelaciéon en agua a temperatura ambiente.

La Figura 14 ilustra el SDS-PAGE reductor (+DTT) y no reductor (-DTT) ejemplar. Los carriles que contenian
10 ug de la muestra ZC-701 se separaron en geles prefabricados XT con Bis-Tris al 4-12 % (Bio Rad n.° 345-
0124) en condiciones reductoras (DTT 100 mM) o en condiciones no reductoras (sin DTT) como describia el
fabricante, a 200 voltios durante 50 minutos. Los geles se tifieron con tincion de Imperial Protein (Pierce
n.° 24615).

La Figura 15 ilustra analisis de estabilidad ejemplares. Las muestras se separaron mediante cromatografia de
exclusiéon por tamafio analitica. El porcentaje de ZC-701 presente como forma monomérica se determind
cargando 33 ug de ZC-701 en solucion salina tamponada con fosfato pH 6,2 a temperatura ambiente a
0,25 ml/min en una columna TSKgel G2000 SWx. de 30 cm x 7,8 mm y una columna TSKgel G3000 SWx. de
30 cm x 7,8 mm conectadas en serie. El nivel de multimerizacion se definio como el % de fraccion mas grande
que el monémero de ZC-701.

La Figura 16 ilustra la cuantificacion ejemplar de las especies proteicas escindidas por furina mediante el analisis
de PNGasa F / SDS-PAGE de diversas muestras.

La Figura 17 ilustra resultados ejemplares que indican la concentracion de proteina de ZC-701 de un analisis de
estabilidad ejemplar. Las concentraciones se determinaron mediante medicion de Acso utilizando un coeficiente
de extincion de 1,59 cm™' (mg/ml)".

La Figura 18 ilustra resultados ejemplares que muestran la actividad enzimatica de ZC-701 diluida en solucién
salina. Definicién de unidad: enzima necesaria para hidrolizar 1 nmol de para-nitrofenol alfa-glucoésido (Sigma
n.° N1377) en una hora a 37 °C en una reacciéon que contenia sustrato 10 mM y acetato de sodio 100 mM
pH 4,2. Las reacciones de 50 pl se detuvieron con 300 ul de carbonato de sodio 100 mM. Se detecté al sustrato
hidrolizado a 405 nm y se comparé con una curva estandar de p-nitrofenol (Sigma n.° N7660).

La Figura 19 ilustra el analisis por SDS-PAGE ejemplar de ZC-701 diluida en solucién salina. Los carriles que
contenian 10 ug de muestra de ZC-701 se separaron en geles prefabricados XT con Bis-Tris al 4-12 % (Bio Rad
n.° 345-0124) en condiciones reductoras (DTT 100 mM, gel superior) o condiciones no reductoras (sin DTT, gel
inferior) como describia el fabricante a 200 voltios durante 50 minutos. Los geles se tifieron con tincion de
Imperial Protein (Pierce n.° 24615). Los carriles 1 y 2 contenian material de ZC-701 que no estaba diluido en
solucién salina. EI material del carril 1 se almacené a -80 °C y el material de carril 2 se almacené a 4 °C.

Definiciones

Para que la presente invencion sea comprendida mas facilmente, primero se definen determinados términos a
continuacioén. A lo largo de toda la especificacion se indican definiciones adicionales para los siguientes y otros
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términos.

Agente formador de volumen: Como se utiliza en el presente documento, la expresion “agente formador de volumen”
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 abierta). Los agentes formadores de volumen ejemplares incluyen manitol, glicina, cloruro de
sodio, almidon hidroxietilico, lactosa, sacarosa, trehalosa, polietilenglicol y dextrano.

Receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR): Como se utiliza en el presente documento, la
expresion "receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR)" se refiere a un receptor celular que
se une a etiqguetas de manosa-6-fosfato (M6P) sobre los precursores de la hidrolasa acida en el aparato de Golgi
que estan destinadas al transporte al lisosoma. Ademas de a manosa-6-fosfatos, el CI-MPR también se une a otras
proteinas que incluyen el IGF-Il. También se conoce al CI-MPR como "receptor de M6P/IGF-II", "receptor de ClI-
MPR/IGF-II", "receptor de IGF-II" o "receptor de IGF2". Estas expresiones y abreviaturas de las mismas se utilizan
en el presente documento indistintamente.

Diluyente: Como se utiliza en el presente documento el término “diluyente” se refiere a una sustancia de dilucion
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, segura y no téxica para la administracion a un ser humano) util para la
preparacion de una formulacion reconstituida. Los diluyentes ejemplares incluyen agua estéril, agua bacteriostatica
para inyeccion (ABPI), una solucién de pH tamponado (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato),
solucion salina estéril, solucidon de Ringer o solucién de dextrosa.

Terapia de reemplazo de enzimas (TRE): Como se utiliza en el presente documento, la expresion “terapia de
reemplazo enzimatico (TRE)” se refiere a cualquier estrategia terapéutica que corrija una deficiencia enzimatica
proporcionando la enzima faltante. En algunas realizaciones, la enzima faltante se proporciona por infusién en el
torrente sanguineo. A medida que la sangre perfunde los tejidos del paciente, las células captan la enzima y la
transportan al lisosoma, en donde la enzima actua para eliminar material que se ha acumulado en los lisosomas
debido a la deficiencia enzimatica. Normalmente, para que la terapia de reemplazo de enzimas lisosémicas sea
eficaz, la enzima terapéutica se entrega a los lisosomas en las células y los tejidos apropiados donde se manifiesta
el defecto de almacenamiento. En algunas realizaciones, el producto terapéutico de reemplazo enzimatico
lisosdbmico se entrega utilizando carbohidratos acoplados de forma natural a la proteina para involucrar a los
receptores especificos sobre la superficie de las células diana. Un receptor, el receptor de M6P independiente de
cationes (CI-MPR), es particularmente util para dirigir las enzimas lisosémicas de reemplazo debido a que el CI-MPR
esta presente en la superficie de la mayoria de los tipos celulares. Tales terapias de reemplazo enzimatico, y
enzimas de reemplazo, se describen en las patentes de Estados Unidos niumeros 7.371.366, 7.354.576, 7.067.127,
6.905.856, 6.861.242, 6.828.135, 6.800.472, 6.770.468, 6.670.165, 6.642.038, 6.569.661, 6.537.785, 6.534.300 y
publicacion de solicitudes de patente de Estados Unidos numeros 20080176285, 20080003626, 20060286087,
20050170449, 20050003486. En algunas realizaciones, los productos terapéuticos de reemplazo de enzimas
lisosdmicas se entregan de una manera independiente de glucosilacién, en particular, de manera independiente de
manosa-6-fosfato. Tal método de entrega también se conoce como direccion lisosdémica independiente de
glucosilacién (DLIG). En algunas realizaciones, las enzimas de reemplazo contienen una etiqueta DLIG (por
ejemplo, un péptido) que se une al CI-MPR de manera independiente de manosa-6-fosfato. Los detalles de la
tecnologia DLIG se describen en la patente de Estados Unidos n.° 7.396.811, las publicaciones de solicitudes de
Estados Unidos n.° 2003-0082176, 2004-0006008, 2003-0072761, 2005-0281805, 2005-0244400, y las
publicaciones internacionales WO 03/032913, WO 03/032727, WO 02/087510, WO 03/102583, WO 2005/078077.

Direccion lisosémica independiente de glucosilacion: Como se utiliza en el presente documento, la expresion
"direccion lisosémica independiente de glucosilacién " (también denominada como “DLIG”) se refiere a la direccion
lisosdmica que es independiente de manosa-6-fosfato.

Alfa glucosidasa acida de ser humano: Como se utiliza en el presente documento, la expresion "alfa glucosidasa
acida de ser humano" (también denominada como "AGA") se refiere a la forma de tipo silvestre precursora de la
AGA de ser humano o a una variante funcional que es capaz de reducir los niveles de glucégeno en los lisosomas
de mamifero, o que puede rescatar o mejorar uno o mas de los sintomas de la enfermedad de Pompe.

Mejorar, aumentar, o reducir: Como se utiliza en el presente documento, los términos "mejorar”, "aumentar" o
"reducir’, o los equivalentes gramaticales, indican valores que son relativos a una medicion inicial, tal como una
medicion en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito en el presente documento, o a una medicion
en un individuo de control (o en multiples individuos de control) en ausencia del tratamiento descrito en el presente
documento. Un ‘“individuo de control” es un individuo aquejado con la misma forma de enfermedad de
almacenamiento lisosémico (por ejemplo, enfermedad de Pompe) que el individuo que se esta tratando, quien tiene
aproximadamente la misma edad que el individuo que se esta tratando (para asegurar que las etapas de la
enfermedad en el individuo tratado y en el(los) individuo(s) de control son comparables).

Individuo, sujeto, paciente: Como se utiliza en el presente documento, los términos “sujeto”, “individuo” o “paciente”
se refieren a un ser humano o a un sujeto mamifero que no sea ser humano. El individuo (también denominado
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como “paciente” o “sujeto”) que se esta tratando es un individuo (feto, lactante, nifio, adolescente, o ser humano
adulto) que padece una enfermedad de almacenamiento lisosémico, por ejemplo, enfermedad de Pompe (es decir,
enfermedad de Pompe de inicio ya sea infantil, juvenil, o en el adulto) o que tenga el potencial de desarrollar una
enfermedad de almacenamiento lisosdmico (por ejemplo, enfermedad de Pompe).

Lioprotector: Como se utiliza en el presente documento, la expresion "lioprotector" se refiere a una molécula que
previene o reduce la inestabilidad quimica y/o fisica de una proteina o de otra sustancia a lo largo de la liofilizacion y
el almacenamiento posterior. Los lioprotectores ejemplares incluyen azucares tales como sacarosa o trehalosa; un
aminoacido tal como glutamato monosddico o histidina; una metilamina tal como betaina; una sal liotrépica tal como
sulfato de magnesio; un poliol tal como alcoholes trihidricos o de aztcares superiores, por ejemplo, glicerina, eritritol,
glicerol, arabitol, xilitol, sorbitol y manitol; propilenglicol, polietilenglicol, Pluronics y combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones, un lioprotector es un azucar no reductor, tal como trehalosa o sacarosa.

Enfermedades de almacenamiento lisosémico: Como se utiliza en el presente documento, "enfermedades de
almacenamiento lisosdmico" se refiere a un grupo de trastornos genéticos que se producen por la deficiencia de por
lo menos una de las enzimas (por ejemplo, hidrolasas acidas) que se necesitan en los lisosomas para romper
macromoléculas para producir péptidos, aminoacidos, monosacaridos, acidos nucleicos y acidos grasos. Como
resultado, los individuos que padecen enfermedades de almacenamiento lisosémico tienen materiales acumulados
en los lisosomas. Las enfermedades del almacenamiento lisosémico ejemplares se enumeran en la Tabla 1.

Enzima lisosémica: Como se utiliza en el presente documento, la expresiéon "enzima lisosémica" se refiere a
cualquier enzima que es capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de mamifero o que pueden
rescatar o mejorar uno o mas de los sintomas de la enfermedad de almacenamiento lisosdmico. Las enzimas
lisosdmicas adecuadas para la invencion incluyen enzimas lisosomicas de tipo silvestre o modificadas, y pueden
producirse utilizando métodos recombinantes y sintéticos, o pueden purificarse a partir de fuentes naturales. Las
enzimas lisosdomicas ejemplares se enumeran en la Tabla 1.

Conservante: Como se utiliza en el presente documento, la expresién "conservante" se refiere a un compuesto que
se puede afiadir al diluyente para reducir la accién bacteriana en la formulacion reconstituida, facilitando asi la
produccién de una formulacion reconstituida de multiples usos. Los ejemplos de conservantes potenciales incluyen
cloruro de octadecildimetilbencilo amonio, cloruro de hexametonio, cloruro de benzalconio (una mezcla de cloruros
de alquilbencildimetilamonio en los que los grupos alquilo son compuestos de cadena larga), y cloruro de
bencetonio. Otros tipos de conservantes incluyen alcoholes aromaticos tales como fenol, alcohol butilico y bencilico,
alquilparabenos tales como metil o propilparabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol, 3-pentanol, y m-cresol. En el
presente documento el conservante mas preferente es alcohol bencilico.

Espaciador: Como se utiliza en el presente documento, el término "espaciador" (también denominado "conector") se
refiere a una secuencia peptidica entre dos residuos de proteina en una proteina de fusion. En general, un conector
se disefa para ser flexible o para interponerse a una estructura, tal como una hélice alfa, entre los dos residuos de
proteina. Un espaciador puede ser relativamente corto, tal como la secuencia Gly-Ala-Pro (SEQ ID NO: 3) o Gly-Gly-
Gly-Gly-Gly-Pro (SEQ ID NO: 4), o puede ser mas largo, tal como, por ejemplo, de 10-25 aminoacidos de longitud.

Esencialmente: Como se utiliza en el presente documento, el término "esencialmente" se refiere a la condicion
cualitativa de mostrar el alcance o el grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto
en las artes biolégicas comprenderd que los fendmenos bioldgicos y quimicos casi nunca llegan a su finalizacién y/o
se desarrollan hasta la exhaustividad o alcanzan o evitan un resultado absoluto. Por lo tanto, el término
“esencialmente” se utiliza en el presente documento para capturar la pérdida potencial de exhaustividad inherente a
muchos fendmenos bioldgicos y quimicos.

Cantidad terapéuticamente eficazz Como se utiliza en el presente documento, la expresion "cantidad
terapéuticamente eficaz " se refiere a una cantidad de una proteina terapéutica (por ejemplo, una enzima lisosémica)
que confiere un efecto terapéutico sobre el sujeto tratado, en una relaciéon 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 proporciona una indicacién de, o siente, un efecto). En particular, la
“cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de una proteina terapéutica (por ejemplo, una enzima
lisosdbmica) o composicion eficaz, para tratar, mejorar, o prevenir una enfermedad o afeccién deseada, o para
mostrar un efecto terapéutico o preventivo detectable, tal como mediante la mejora de los sintomas asociados con la
enfermedad, que previene o retrasa la aparicion de la enfermedad, y/o también disminuir la severidad o frecuencia
de los sintomas de la enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz habitualmente se administra en un régimen
de dosificacién 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, o de la combinacién con otros agentes
farmacéuticos. También, la cantidad terapéuticamente eficaz especifica (y/o dosis unitaria) para cualquier paciente
particular puede depender de una diversidad de factores que incluyen el trastorno a tratar y la gravedad del
trastorno; la actividad del agente farmacéutico especifico empleado; la composicién especifica empleada; la edad,
peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracion, la via de administracion, y/o la
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velocidad de excrecion o de metabolismo de la proteina especifica empleada; la duracion del tratamiento; y factores
similares como es bien conocido en las artes médicas.

Tratamiento: Como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento" (también “tratar” o “que trata”) se
refiere a cualquier administracion de una proteina terapéutica (por ejemplo, una enzima lisosémica) que alivia,
mejora, mitiga, inhibe, retrasa la aparicion de, reduce la gravedad de y/o reduce la incidencia de forma parcial o
completa de uno o mas de los sintomas o caracteristica de una enfermedad, trastorno, y/o afeccién particular. Tal
tratamiento puede ser de un sujeto que no muestra signos de la enfermedad, trastorno y/o afeccioén relevante y/o de
un sujeto que muestra solamente signos prematuros de la enfermedad, trastorno, y/o afecciéon. Como alternativa o
de forma adicional, tal tratamiento puede ser el de un sujeto que muestra uno o mas signos establecidos de la
enfermedad, trastorno y/o afeccién relevante. Por ejemplo, tratamiento puede referirse a la mejora del estado
cardiaco (por ejemplo, el aumento del volumen telediastélico y/o telesistélico, o la reduccion, mejora o prevencion de
la cardiomiopatia progresiva que se encuentra normalmente en la enfermedad de Pompe) o de una funcion
pulmonar (por ejemplo, aumento de la capacidad vital durante el llanto sobre la capacidad de la medida basal, y/o la
normalizacion de la desaturaciéon de oxigeno durante el llanto); mejora del neurodesarrollo y/o de las capacidades
motoras (por ejemplo, aumento del valor en la AIMS: sigla del inglés: Abnormal Involuntary Movement Scale; escala
de movimientos involuntarios anormales); reduccién de los niveles de glucogeno en los tejidos del individuo afectado
por la enfermedad; o cualquier combinacién de estos efectos. En algunas realizaciones, el tratamiento incluye la
mejora de la eliminacién del glucégeno; en particular, la reduccién o prevencion de la cardiomiopatia asociada a la
enfermedad de Pompe.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona, entre otras cosas, formulaciones para enzimas lisosémicas adecuadas para la
terapia de reemplazo enzimatico que conservan o potencian la estabilidad y/o eficacia de la proteina. En particular,
las formulaciones que proporciona la presente invencion reducen o eliminan la formacion de agregados de alto peso
molecular, la degradacion de proteinas durante el secado por congelacion, el almacenamiento, el transporte y la
infusion.

Antes de la presente invencidn, la obstruccion del filtro resultante de la precipitacion enzimatica durante la infusién
era un problema antiguo para las formulaciones existentes para determinadas enzimas lisosémicas (en particular, la
a-glucosidasa (AGA) de ser humano recombinante). Se ha informado de que en ocasiones los filtros se bloqueaban
multiples veces durante una infusién. Este problema no solo provoca un gran inconveniente a los pacientes y los
médicos, sino que también afecta a la eficacia terapéutica y la seguridad del paciente. La presente invencién se
basa, en parte, en el descubrimiento sorprendente de que el uso de un tipo particular de tensioactivo, el poloxamero,
en una formulacion, reduce de forma significativa o elimina la precipitacion enzimatica durante la infusién. Como se
describe en la seccién de Ejemplos, las formulaciones que contienen un poloxamero también estabilizan las enzimas
lisosdmicas durante la liofilizacidn, la reconstitucion, el almacenamiento y la infusién del paciente. Por lo tanto, la
presente invencion representa una mejora significativa en el campo de la terapia terapéutica enzimatica.

En las siguientes secciones se describen en detalle diversos aspectos de la invencion. El uso de las secciones no
pretende limitar la invencion. Cada seccidon puede aplicarse a cualquier aspecto de la invencién. En la presente
solicitud, el uso de "o0" significa "y/0", a menos que se indique otra cosa.

Enzimas lisosémicas

La presente invencion se puede utilizar para formular cualquier enzima lisosémica. Las enzimas lisosémicas
adecuadas incluyen cualquier enzima que es capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de
mamifero o que pueden rescatar o mejorar uno o mas de los sintomas de la enfermedad de almacenamiento
lisosdmico. Las enzimas lisosdmicas adecuadas incluyen enzimas lisosémicas de tipo silvestre o modificadas y se
pueden producir utilizando métodos recombinantes o sintéticos, o purificarse a partir de fuentes naturales. Las
enzimas lisosomicas ejemplares se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1. Enfermedades de almacenamiento lisosémico y defectos enzimaticos asociados
A. Trastornos de la glucogenosis
Nombre de la enfermedad Defecto enzimatico Sustancia almacenada
Glucégeno a 1-4 unido
Oligosacaridos

Enfermedad de Pompe Acid-a1, 4-glucosidasa

B. Trastornos de glucolipidosis

Nombre de la enfermedad Defecto enzimatico Sustancia almacenada
Gangliosidosis GM1 B-galactosidasa Gangliésidos GM1
Enfermedad de Tay-Sachs B-hexosaminidasa A Gangliésido GM2
Gangliosidosis GM2: variante AB Proteina activadora de GM2 Gangliésido GM2
Enfermedad de Sandhoff B-hexosaminidasa Ay B Gangliésido GM2
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(continuacién)

Enfermedad de Fabry o-galactosidasa A Globésidos
Enfermedad de Gaucher Glucocerebrosidasa Glucosilceramida
Leucodistrofia metacromatica Arilsulfatasa A Sulfatidos

Enfermedad de Krabbe

Galactosilceramidasa

Galactocerebrésido

Niemann Pick, tipos Ay B

Esfingomielinasa acida

Esfingomielina

Niemann Pick, tipo C

Defecto de la esterificacion del
colesterol

Esfingomielina

Niemann Pick, tipo D Desconocido Esfingomielina
Enfermedad de Farber Ceramidasa acida Ceramida
Enfermedad de Wolman Lipasa acida Esteres de colesterilo

C. Trastornos de mucopolisacaridos

Nombre de la enfermedad

Defecto enzimatico

Sustancia almacenada

Sindrome de Hurler (MPS IH)

a-L-iduronidasa

Heparan y dermatéan sulfatos

Sindrome de Scheie (MPS IS)

a-L-iduronidasa

Heparan y dermatan sulfatos

Hurler-Scheie (MPS IH/S)

a-L-iduronidasa

Heparan y dermatan sulfatos

Sindrome de Hunter (MPS II)

Iduronato sulfatasa

Heparan y dermatan sulfatos

Sanfilippo A (MPS 111A)

Heparan N-sulfatasa

Heparan sulfato

Sanfilippo B (MPS 11IB)

a-N-acetilglucosaminidasa

Heparan sulfato

Sanfilippo C (MPS 11IC)

Acetil-CoA-glucosaminido
acetiltransferasa

Heparan sulfato

Sanfilippo D (MPS IlID)

N-acetilglucosamina-6-
sulfatasa

Heparan sulfato

Morquio A (MPS IVA)

Galactosamina-6-sulfatasa

Queratan Sulfato

Morquio B (MPS IVB)

B-galactosidasa

Queratan Sulfato

Maroteaux-Lamy (MPS VI)

Arilsulfatasa B

Dermatan Sulfato

Sindrome de Sly (MPS VII)

B-glucuronidasa

D. Trastornos de oligosacaridos/glucoproteinas

Nombre de la enfermedad

Defecto enzimatico

Sustancia almacenada

a-manosidosis

a -manosidasa

Manosa/ Oligosacaridos

B-manosidosis

B-manosidasa

Manosa/ Oligosacaridos

Fucosidosis

a-L-fucosidasa

Fucosil-oligosacaridos

Aspartilglucosaminuria

N-aspartil-3-glucosaminidasa

Aspartilglucosamina
Asparraginas

Sialidosis (Mucolipidosis 1)

a-neuraminidasa

Sialiloligosacaridos

Galactosialidosis (Sindrome de Goldberg)

Deficiencia de la proteina
protectora lisosémica

Sialiloligosacaridos

Enfermedad de Schindler

a-N-acetil-galactosaminidasa

E. Trastornos del transporte de enzimas lisosémicas

Nombre de la enfermedad

Defecto enzimatico

Sustancia almacenada

Mucolipidosis Il (Enfermedad de inclusién
celular)

N-acetilglucosamina-1-
fosfotransferasa

Heparan sulfato

Mucolipidosis Il (Pseudopolidistrofia de
Hurler)

La misma que ML Il

F. Trastornos de transporte de la membrana

lisosdmica

Nombre de la enfermedad

Defecto enzimatico

Sustancia almacenada

Cistinosis

Proteina del transporte de
cisteina

Cistina libre

Enfermedad de Salla

Proteina del transporte de
acido sidlico

Acido silico y 4cido glucurénico
libres

Enfermedad de almacenamiento del acido
sialico infantil

Proteina del transporte de
acido sialico

Acido sialico y acido glucurénico
libres

G. Otros

Nombre de la enfermedad

Defecto enzimatico

Sustancia almacenada

Enfermedad de Batten (lipofuscinosis
neuronal ceroidea infantil)

Desconocido

Lipofuscinas

Lipofuscinosis neuronal ceroidea infantil

Palmitoil-proteina tioesterasa

Lipofuscinas

Mucolipidosis IV

Desconocido

Gangliésidos y acido hialurénico

Prosaposina

Saposinas A,B,CoD
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Las secuencias de aminoacidos de las enzimas mostradas en la Tabla 1 son bien conocidas en la técnica y son
facilmente accesibles mediante la busqueda en las bases de datos publicas tales como GenBank utilizando los
nombres de las enzimas. En algunas realizaciones, también se puede utilizar la presente invencion para formular
enzimas modificadas a partir de las enzimas de origen natural que incluyen, pero sin limitacion, cualquiera de las
enzimas que tengan una secuencia por lo menos el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
98 %, 0 99 % idéntica a la secuencia de la correspondiente enzima de origen natural mostrada en la Tabla 1. En
algunas realizaciones, una enzima adecuada puede ser un fragmento o una enzima de origen natural. En algunas
realizaciones, una enzima adecuada puede ser una proteina de fusién que contiene una enzima de origen natural o
un fragmento de la misma. En diversas realizaciones, una enzima modificada conserva la actividad enzimatica de la
enzima de origen natural correspondiente. Por ejemplo, una enzima AGA adecuada puede ser un fragmento de una
AGA de ser humano de origen natural o una variante de secuencia de la misma que conserve la capacidad de
escindir las uniones a1-4 en oligosacaridos lineales.

"Porcentaje ( %) de identidad de secuencia de aminodcidos” con respecto a las secuencias de las enzimas
lisosdmicas se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a
los restos de aminoacidos en la secuencia de la enzima de ser humano de origen natural, después del alineamiento
de las secuencias y de la introduccion de huecos, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad
de secuencia, y sin considerar cualquier sustitucion conservativa como parte de la identidad de secuencia. El
alineamiento para fines de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se puede conseguir
de diversos modos que estan dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, utilizando programas informaticos de
ordenador disponibles de forma publica tales como los programas informaticos BLAST, ALIGN o Megalign
(DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para el alineamiento de
medicién, que incluyen cualquier algoritmo necesario para conseguir el maximo alineamiento a lo largo de la longitud
completa de las secuencias a comparar. Preferentemente, el programa informatico WU-BLAST-2 se utiliza para
determinar la identidad de secuencia de aminoacidos (Altschul et al., Methods in Enzymology 266, 460-480 (1996);
http://blast.wustl/edu/blastREADME.html). WU-BLAST-2 utiliza varios parametros de busqueda, la mayoria de los
cuales se ajusta a los valores predeterminados. Los parametros ajustables se ajustan con los siguientes valores:
tramo de solapamiento=1, fraccion de solapamiento=0,125, umbral de palabra (T)=11. El valor HSP (S) y los
parametros HSP S2 son valores dinamicos y los establece el propio programa, dependiendo de la composicion de la
secuencia particular, sin embargo, los valores minimos se pueden ajustar y se fijan como se indica anteriormente.

Enzimas lisosémicas etiquetadas con DLIG

En algunas realizaciones, para facilitar la direccion lisosémica se modifica una enzima adecuada. Por ejemplo, se
puede fusionar una enzima adecuada a una etiqueta de Direccién Lisosémica Independiente de Glucosilacion
(DLIG), que dirige a la enzima a los lisosomas de una manera independiente de manosa-6-fosfato. Normalmente,
una etiqueta DLIG es una proteina, péptido, u otro residuo que se une al CI-MPR, que también se denomina como
receptor IGF-II, de una manera independiente de manosa-6-fosfato.

En algunas realizaciones, se obtiene una etiqueta DLIG a partir del factor de crecimiento similar a insulina de ser
humano Il (IGF-Il). En algunas realizaciones, una etiqueta DLIG es un IGF-Il de ser humano maduro de tipo silvestre
o de origen natural (SEQ ID NO: 1).

IGF-Il de ser humano madura (SEQ ID NO: 1) (los sitios de escisién de furina estan en negrita y subrayados)

AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALLET
YCATPAKSE

En algunas realizaciones, una etiqueta DLIG es un IGF-lIl de ser humano maduro modificado que contiene
sustituciones, inserciones o deleciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, una etiqueta DLIG tiene una
secuencia por lo menos el 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 0 99 % idéntica a la
secuencia del IGF-Il de ser humano maduro (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una etiqueta DLIG es un
fragmento del IGF-lIl de ser humano maduro. En realizaciones particulares, una etiqueta DLIG contiene los
aminoacidos 8-67 del IGF-Il de ser humano maduro (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una etiqueta DLIG
contiene una delecién N terminal, C terminal o interna. En realizaciones particulares, una etiqueta DLIG contiene una
delecion de los aminoacidos 2-7 (A2-7) del IGF-1I de ser humano maduro (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones,
una etiqueta DLIG es un péptido IGF-Il de ser humano modificado que tiene disminuida la afinidad de unién por el
receptor de IGF-1 en comparacion con IGF-Il de ser humano de origen natural.

En algunas realizaciones, una etiqueta DLIG es una etiqueta peptidica resistente a furina. Normalmente la proteasa
furina reconoce y escinde un sitio de escisiéon que tiene una secuencia consenso Arg-X-X-Arg (SEQ ID NO: 5), X es
cualquier aminoacido. El sitio de escisién esta posicionado en la secuencia después del resto arginina (Arg)
carboxilo terminal. En algunas realizaciones, un sitio de escisién de furina tiene una secuencia consenso Lys/Arg-X-
X-X-Lys/Arg-Arg (SEQ ID NO: 6), X es cualquier aminoécido. El sitio de escision estd posicionado en la secuencia



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2758 827 T3

después del resto arginina (Arg) carboxilo terminal. Como se utiliza en el presente documento, el término “furina” se
refiere a cualquier proteasa que pueda reconocer y escindir el sitio de escision de la proteasa furina como se define
en el presente documento, que incluye a la proteasa furina o similar a furina. La furina también es conocida como
enzima de escisién de aminoacidos basicos emparejados (PACE: sigla del inglés: paired basic amino acid cleaving
enzyme). La furina pertenece a la familia de la proproteina convertasa similar a subtilisina que incluye a PC3, una
proteasa responsable de la maduracién de la proinsulina en los islotes pancreaticos. El gen que codifica la furina se
conocié como FUR (sigla del inglés: "FES Upstream Region", regién cadena arriba FES).

Como se muestra en la SEQ ID NO: 1, el IGF-Il de ser humano maduro contiene entre los restos 34-40 (en negrita y
subrayado) dos sitios potenciales solapantes de escision de furina.

En algunas realizaciones, una etiqueta DLIG adecuada es un péptido IGF-Il modificado que es resistente a la
escision por furina y todavia conserva la capacidad de unirse al CI-MPR de una manera independiente de manosa-
6-fosfato. En algunas realizaciones, las etiquetas DLIG resistentes a furina se pueden disefiar mutando la secuencia
de aminoacidos en uno o mas sitios de escision de furina, de forma que la mutacién suprima por lo menos un sitio de
escision de furina. Por lo tanto, en algunas realizaciones, una etiqueta DLIG resistente a furina es una muteina de
IGF-II resistente a furina que contiene una mutacién que suprime por lo menos un sitio de escisidén de la proteasa
furina o cambia una secuencia adyacente al sitio de escision de la proteasa furina de forma que se evita, inhibe,
reduce o ralentiza la escision de la furina, en comparacion con un péptido IGF-II de tipo silvestre (por ejemplo, IGF-II
maduro de ser humano de tipo silvestre). Normalmente, una mutacion adecuada no afecta la capacidad de la
etiqueta DLIG resistente a furina para unirse al receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes de ser
humano. En particular, una muteina de IGF-Il resistente a furina adecuada para la invencién se une al receptor de
manosa-6-fosfato independiente de cationes de ser humano de una manera independiente de manosa-6-fosfato con
una constante de disociacion de 10”7 M o menor (por ejemplo, 108, 10, 10-'°, 10-"", 0o menor) a pH 7,4. En algunas
realizaciones, una muteina de IGF-Il resistente a furina contiene una mutacion dentro de una regién que
corresponde a los aminoacidos 30-40 (por ejemplo, 31-40, 32-40, 33-40, 34-40, 30-39, 31-39, 32-39, 34-37, 32-39,
33-39, 34-39, 35-39, 36-39, 37-40, 34-40) de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, una mutacion adecuada
suprime por lo menos un sitio de escision de la proteasa furina. Una mutacion puede ser sustituciones, deleciones,
inserciones de aminoacidos. Por ejemplo, cualquier aminoacido dentro de la regién que corresponde a los restos 30-
40 (por ejemplo, 31-40, 32-40, 33-40, 34-40, 30-39, 31-39, 32-39, 34-37, 32-39, 33-39, 34-39, 35-39, 36-39, 37-40,
34-40) de la SEQ ID NO: 1 puede sustituirse por cualquier otro aminoacido o delecionarse. Por ejemplo, las
sustituciones en la posicion 34 pueden afectar al reconocimiento de la furina del primer sitio de escision. La insercion
de uno 0 mas aminoacidos adicionales dentro de cada sitio de reconocimiento puede suprimir uno o ambos sitios de
escision de la furina. La delecidén de uno o mas de los restos en las posiciones degeneradas también puede suprimir
ambos sitios de escision de la furina.

En algunas realizaciones, una muteina de IGF-Il resistente a furina contiene sustituciones de aminoacidos en las
posiciones que corresponden a Arg37 o Arg40 de la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, una muteina de IGF-II
resistente a furina contiene una sustituciéon Lys o Ala en las posiciones Arg37 o Arg40. Son posibles otras
sustituciones, incluyendo combinaciones de mutaciones de Lys y/o Ala en las posiciones 37 y 40, o sustituciones de
aminoacidos que no sean Lys o Ala.

Una etiqueta DLIG se puede fusionar al extremo N o al extremo C de un polipéptido que codifica una enzima
lisosémica, o se puede insertar de forma interna. La etiqueta DLIG se puede fusionar de forma directa al polipéptido
de la enzima lisosémica o se puede separar del polipéptido de la enzima lisosémica mediante un conector o un
espaciador. Un conector o espaciador de aminoacidos en general se disefia para ser flexible o para interponerse en
una estructura, tal como una hélice alfa, entre los dos residuos de proteina. Un conector o espaciador puede ser
relativamente corto, tal como en la secuencia Gly-Ala-Pro (SEQ ID NO: 3) o Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Pro
(SEQ ID NO: 4), o puede ser mas largo, tal como, por ejemplo, de una longitud de 10-25 aminoacidos. El sitio de
union de la fusidn deberia seleccionarse con cuidado para promover el plegamiento y la actividad apropiados de los
comparnieros de fusidn y para evitar la separacién prematura de una etiqueta peptidica de un polipéptido AGA. En
una realizacién preferente, la secuencia conectora es Gly-Ala-Pro (SEQ ID NO: 3).

Se pueden encontrar la descripcion detallada de la tecnologia DLIG, etiquetas DLIG ejemplares y construcciones de
enzimas lisosémicas etiquetadas con DLIG, en las patentes de Estados Unidos n.° 7.396.811, 7.560.424, y
7.629.309; las solicitudes de publicacion de Estados Unidos n.° 2003-0082176, 2004-0006008, 2003-0072761,
20040005309, 2005-0281805, 2005-0244400, y las publicaciones internacionales WO 03/032913, WO 03/032727,
WO 02/087510, WO 03/102583, WO 2005/078077, WO/2009/137721.

Enzimas con glucosilacién modificada

En algunas realizaciones, se puede utilizar la presente invencién para formular enzimas lisosémicas con patrones de
glucosilacién modificados. En algunas realizaciones, las enzimas con patrones de glucosilacion modificados estan
altamente fosforiladas. Como se utiliza en el presente documento, la expresion “enzimas lisosémicas altamente
fosforiladas” se refiere a enzimas lisosdmicas que contienen un alto nivel de fosforilacion en comparacion con el de
una enzima de origen natural. En algunas realizaciones, las enzimas lisosémicas altamente fosforiladas que
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contienen un nivel de fosforilacidén que no podria obtenerse solamente mediante el aislamiento de la enzima, se
tratan con GlcNAc-fosfotransferasa y fosfodiéster-o-GIcNAcasa. En algunas realizaciones, "enzimas lisosémicas
altamente fosforiladas” significa una enzima lisosémica que contiene desde aproximadamente el 6 % a
aproximadamente el 100 % de oligosacéridos bis fosforilados. En algunas realizaciones, una enzima lisosémica
altamente fosforilada es una AGA de ser humano altamente fosforilada. En algunas realizaciones, una AGA de ser
humano altamente fosforilada contiene cantidades aumentadas de restos manosa-6-fosfato (M6P) por molécula, en
comparacion con una AGA de ser humano de origen natural. En algunas realizaciones, una AGA de ser humano
altamente fosforilada puede contener, en promedio, por lo menos 2, 3, 4, 5, o 6 restos M6P por molécula. Se
describen ejemplos de AGA de ser humano altamente fosforilada y de otras enzimas lisosémicas, en las patentes de
Estados Unidos n.° 7.371.366, 7.135.322, 7.067.127, 6.905.856, 6.861.242, 6.828.135, 6.800.472, 6.770.468,
6.670.165, 6.642.038, 6.537.785, y 6.534.300. En algunas realizaciones, las enzimas lisosdmicas altamente
fosforiladas se producen mediante lineas celulares deficientes en acidificacion endosémica (por ejemplo, grupo de
complementacion END3 obtenido de CHO-K1). Se describen ejemplos adicionales en el documento
WO/2005/077093.

En algunas realizaciones, la presente invencion se puede utilizar para formular enzimas lisosomicas
subglucosiladas. Como se utiliza en el presente documento, "enzimas lisosémicas subglucosiladas" se refiere a una
enzima en la que una o mas de las estructuras de carbohidratos (por ejemplo, restos M6P) que normalmente
estarian presentes en una enzima de origen natural se han omitido, eliminado, modificado, o enmascarado.
Normalmente, las enzimas lisosémicas subglucosiladas tienen semivida in vivo extendida. Las enzimas lisosémicas
subglucosiladas se pueden producir en un hospedador (por ejemplo, bacteria o levadura) que no glucosila proteinas
como lo hacen las células de mamifero convencionales (por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO)).
Por ejemplo, las proteinas que produce la célula hospedadora pueden carecer de restos manosa, fucosa, y/o N-
acetilglucosamina terminales, los cuales reconoce el receptor de manosa, o pueden estar completamente
subglicosilados. En algunas realizaciones, las enzimas lisosémicas subglucosiladas se pueden producir en células
de mamifero o en otros hospedadores, pero se las trata de forma quimica o enzimatica para eliminar uno o mas
restos de carbohidratos (por ejemplo, uno o mas restos M6P) o para modificar o enmascarar uno o mas restos de
carbohidratos. Tales enzimas tratadas de forma quimica o enzimatica también se denominan enzimas lisosémicas
desglucosiladas. En algunas realizaciones, se eliminan uno o mas sitios de glucosilacion potenciales mediante
mutacion del acido nucleico que codifica una enzima lisosdmica, reduciendo de este modo la glucosilacion de la
enzima cuando se sintetiza en una célula de mamifero o en otra célula que glucosila proteinas. En algunas
realizaciones, las enzimas lisosomicas se pueden producir utilizando un péptido sefial secretor (por ejemplo, un
péptido sefal del IGF-Il) de forma tal que los niveles de glucosilacién de las enzimas se reducen y/o modifican. Los
ejemplos de enzimas lisosémicas subglucosiladas o desglucosiladas se describen en la patente de Estados Unidos
n.° 7.629.309 y en las publicaciones de Estados Unidos 20090041741 y 20040248262.

Producciéon de enzima

Las enzimas adecuadas para la presente invencion se pueden producir en cualesquier célula de mamifero o tipo
celular susceptibles de cultivo celular y de expresion de polipéptidos, tales como, por ejemplo, células 293 de rifidn
embrionario de ser humano (HEK), de ovario de hamster chino (CHO), de rifidn de mono (COS), HT1080, C10,
HelLa, de rifidn de hamster lactante (BHK), 3T3, C127, CV-1, HaK, NS/O, y L-929. Los ejemplos no limitantes
especificos incluyen, pero sin limitacion, la linea de mieloma de ratén BALB/c (NSO/1, ECACC n.° 85110503);
retinoblastos de ser humano (PER.C6 (CruCell, Leiden, Paises Bajos)); linea CV1de rifién de mono transformada
por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de riidn embrionario de ser humano (células 293 o células 293
subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspensién, Graham et al., J. Gen Virol., 36: 59 (1977)); células de
riidon de hamster lactante (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chino +/-DHFR (CHO, Urlaub y
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 (1980)); células de Sertoli de ratén (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:
243-251 (1980)); células de rifidn de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifion de mono verde africano (VERO-
76, ATCC CRL-1 587); células de carcinoma de cuello uterino de ser humano (HeLa, ATCC CCL 2); células de rifién
de perro (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata parda (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén de
ser humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado de ser humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén
(MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mater et al., Annals N.Y. Acad. Sci., 383: 44-68 (1982)); células MRC 5;
células FS4; y una linea de hepatoma de ser humano (Hep G2). En algunas realizaciones, las enzimas se producen
en células CHO. En algunas realizaciones, las enzimas se producen en células obtenidas de CHO tales como lineas
celulares deficientes en acidificacion endosémica (por ejemplo, grupo de complementaciéon END3 obtenido de C'1-
10-K.1).

Las enzimas también se pueden expresar en una diversidad de células hospedadoras que no son de mamifero tales
como, por ejemplo, de insecto, (por ejemplo, Sf-9, Sf-21, Hi5), vegetales (por ejemplo, Leguminosa, cereal, o
tabaco), de levadura (por ejemplo, S. cerivisae, P. pastoris), procariotas (por ejemplo, E. coli, B. subtilis y otros
Bacillus spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp.), o de hongos.

En algunas realizaciones, se puede producir en células deficientes en furina una proteina lisosémica con o sin una

etiqueta DLIG resistente a furina. Como se utiliza en el presente documento, la expresion "células deficientes en
furina" se refiere a cualquiera de las células cuya actividad de furina proteasa esta inhibida, reducida o eliminada.
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Las células deficientes en furina incluyen a células de mamifero y que no son de mamifero que no producen furina o
producen cantidades reducidas o proteasa furina defectuosa. Las células deficientes en furina ejemplares que se
conocen y estan disponibles para el experto incluyen, pero sin limitacion, las células FD11 (Gordon et al. (1997)
Infection and Immunity 65 (8): 3370 3375), y las células mutantes descritas en Moehring y Moehring (1983) Infection
and Immunity 41 (3): 998 1009. Como alternativa, se puede obtener una célula deficiente en furina exponiendo a
tratamiento de mutagénesis a las células de mamifero y que no son de mamifero descritas anteriormente, por
ejemplo, irradiacién, bromuro de etidio, bromouridina (BrdU) y otros, preferentemente mutagénesis quimica, y mas
preferente mutagénesis por metanosulfonato de etilo, recuperando las células que sobreviven al tratamiento y
seleccionando las células que se encuentran como resistentes a la toxicidad de la exotoxina A de Pseudomonas
(véase Moehring y Moehring (1983) Infection and Immunity 41 (3): 998 1009).

En otras realizaciones, mamiferos que no son ser humano transgénicos han mostrado producir en su leche enzimas
lisosdmicas. Tales mamiferos que no son ser humanos transgénicos pueden incluir ratones, conejos, cabras, ovejas,
porcinos o bovinos. Véanse las patentes de Estados Unidos n.° 6.118.045 y 7.351.410.

Formulaciones para enzimas lisosdmicas

La presente invencion proporciona formulaciones de enzimas lisosémicas que conservan o potencian la estabilidad
ylo eficacia de las proteinas. En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona formulaciones de
liofilizacion para enzimas lisosémicas. La liofilizacion, o secado por congelacion, es una técnica empleada
comunmente para conservar proteinas, que sirve para eliminar agua de la preparacion de proteina de interés. La
liofilizacion es un procedimiento mediante el cual primero se congela el material a desecar y después se elimina el
hielo o el disolvente congelado mediante sublimacion en un entorno al vacio. La presente invencion sirve para
proteger a las enzimas de los estreses por congelacion y deshidratacién y conservar o potenciar la estabilidad de la
proteina durante el secado por congelacién, y/o conservar o mejorar la estabilidad del producto liofilizado durante el
almacenamiento.

Debido a las variaciones en la temperatura y la presion a través del procedimiento de liofilizacion, se necesita una
eleccion apropiada de excipientes o de otros componentes tales como estabilizadores, agentes tamponadores,
agentes formadores de volumen, y tensioactivos para evitar la degradacion de la enzima (por ejemplo, agregacion,
desamidacion, y/u oxidacion de proteinas) durante el secado por congelacion y el almacenamiento.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona formulaciones en una forma liquida. Las formulaciones
liguidas de la presente invencion incluyen, formulaciones de preliofilizacién, formulaciones reconstituidas (por
ejemplo, formulaciones reconstituidas a partir de polvos liofilizados), y formulaciones liquidas adecuadas para el
almacenamiento prolongado en un estado liquido o congelado.

Las formulaciones de acuerdo con la presente invencion pueden contener uno o mas componentes descritos a
continuacion

Concentracién de enzima

Las formulaciones de acuerdo con la invencién pueden contener una enzima lisosémica a diversas concentraciones.
En algunas realizaciones, las formulaciones de acuerdo con la invenciéon pueden contener una enzima lisosomica
(por ejemplo, AGA de ser humano recombinante) en una concentracion en el intervalo desde aproximadamente
0,1 mg/ml a 100 mg/ml (por ejemplo, aproximadamente 0,1 mg/ml a 80 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a
60 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 50 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 40 mg/ml, aproximadamente
0,1 mg/ml a 30 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 25 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 20 mg/ml,
aproximadamente 0,1 mg/ml a 60 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 50 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a
40 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 30 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 25 mg/ml, aproximadamente
0,1 mg/ml a 20 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 15 mg/ml, aproximadamente 0,1 mg/ml a 10 mg/ml,
aproximadamente 0,1 mg/ml a 5 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a 10 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a
20 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a 40 mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml a 100 mg/ml, aproximadamente
5 mg/ml a 50 mg/ml, o aproximadamente 5 mg/ml a 25 mg/ml). En algunas realizaciones, las formulaciones de
acuerdo con la invencién pueden contener una enzima lisosémica (por ejemplo, AGA de ser humano recombinante)
en una concentracion de aproximadamente 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml,
40 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml, o 100 mg/ml.

Tensioactivos

En algunas realizaciones, las formulaciones de acuerdo con la presente invencidon contienen un tensioactivo. En
particular, las formulaciones que proporciona la presente invencién contienen como tensioactivo un poloxamero.
Normalmente, los poloxameros son copolimeros tribloque no i6nicos. Los poloxameros normalmente tienen una
estructura anfifila que consta de un bloque hidréfobo central entre dos bloques hidréfilos. En general, el bloque
hidréfobo central es polioxipropileno (poli(éxido de propileno)) ("PPQ") y los dos bloques hidréfilos son polioxietileno
(poli(dxido de etileno)) ("PEQ"). Se muestra como sigue una estructura general para un poloxamero ejemplar:
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CH;

HO4CHy-CHa-O |- CHo- CH-O - CH-CH-OF- H

Se conoce también a los poloxameros por el nombre comercial Pluronics® (fabricado por BASF). Los
poloxameros/Pluronics® estan disponibles en diversas calidades que difieren en los pesos moleculares, las
proporciones de bloques hidréfilos con respecto a los hidréfobos y las formas fisicas, (es decir liquido, copos/sélidos
o concentrado). Los productos de poloxameros/Pluronics® ejemplares adecuados para la presente invencion se
muestran en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2: Calidades de poloxamero/Pluronic® y su composicion quimica

Pluronic ® | Poloxamero a b Contenido de oxietileno (porcentaje) Peso molecular
L 44 NF 124 12 20 44,8-48,6 2090-2360
F 68 NF 188 79 28 79,9-83,7 7680-9510
F 87 NF 237 64 37 70,5-74,3 6840-8830
F 108 NF 338 141 44 81,4-84,9 12700-17400
F 127 NF 407 101 56 71,5-74,9 9840-14600

En algunas realizaciones, un poloxamero adecuado para la presente invencion es Pluronic® F-68.

Se puede incluir un poloxamero en una formulacién de la invencidon a diversas concentraciones. En algunas
realizaciones, un poloxamero esta presente en una concentracion que varia aproximadamente entre el 0,001 % y el
1 % (por ejemplo, entre el 0,001 % y el 0,8 %, entre el 0,001 % y el 0,6 %, entre el 0,001 % y el 0,5 %, entre el
0,001 % y el 0,4 %, entre el 0,001 % y el 0,3 %, entre el 0,001 % y el 0,2 %, entre el 0,001 % y el 0,1 %, entre el
0,01 % y el 1%, entre el 0,01 % vy el 0,5 %, entre el 0,01 % y el 0,4 %, entre el 0,01 % y el 0,3 %, entre el 0,01 % y el
0,2 %, o entre el 0,01 % y el 0,1 %) en peso. En algunas realizaciones, estd presente un poloxamero en una
concentracién de aproximadamente el 0,001 %, 0,01 %, 0,02 %, 0,04 %, 0,06 %, 0,08 %, 0,1 %, 0,12 %, 0,14 %,
0,16 %, 0,18 %, 0,2 %, 0,25 %, 0,3 %, 0,35 %, 0,4 %, 0,45 %, 0,5 %, 0,6 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9 %, 0 1,0 % en peso.

Agentes tamponadores

En algunas realizaciones, una formulacion de la presente invencién incluye una agente tamponador. Normalmente,
las formulaciones de acuerdo con la invencién es una solucién de pH tamponado a un pH que varia desde
aproximadamente 4-8 (por ejemplo, aproximadamente 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,2, 6,4, 6,5, 6,6, 6,8, 7,0, 7,5, u 8,0) v,
en algunas realizaciones, desde aproximadamente 5-7. Los agentes tamponadores ejemplares adecuados para la
invencion incluyen, pero sin limitacion, histidina, fosfato, tris(hidroximetil)aminometano ("Tris"), citrato, acetato,
acetato de sodio, fosfato, succinato y otros acidos organicos. Un agente tamponador puede estar presente en
diversas concentraciones, que dependen, por ejemplo, del tampén y de la isotonicidad de la formulaciéon deseada
(por ejemplo, de la formulacion reconstituida). En algunas realizaciones, un agente tamponador esta presente en
una concentracion que varia entre aproximadamente 1 mM a aproximadamente 100 mM, o entre aproximadamente
10 MM a aproximadamente 50 mM, o entre aproximadamente 15 mM a aproximadamente 50 mM, o entre
aproximadamente 20 mM a aproximadamente 50 mM, o entre aproximadamente 25 mM a aproximadamente 50 mM.
En algunas realizaciones, un agente tamponador adecuado esta presente en una concentracion de
aproximadamente 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM o 50 mM.

Agentes estabilizadores

En algunas realizaciones, las formulaciones de acuerdo con la invencién pueden contener un agente estabilizador
para proteger a la enzima. Un agente estabilizador también se denomina como un lioprotector. Normalmente, un
agente estabilizador adecuado puede ser sacarosa, rafinosa, sorbitol, manitol, trehalosa, glicina, arginina, metionina
o combinaciones de los mismos. En general, la cantidad de agente estabilizador o lioprotector en una formulacién
preliofilizada es tal que, después de la reconstitucion, la formulacion resultante sera isotdnica. Sin embargo, también
pueden ser adecuadas las formulaciones reconstituidas hiperténicas. Ademas, la cantidad de lioprotector no debe
ser demasiado baja de forma que después de la liofilizacién se produzca una cantidad inaceptable de
degradacion/agregaciéon de la enzima. Cuando el lioprotector sea un azucar (tal como sacarosa o trehalosa), las
concentraciones del lioprotector ejemplares en la formulacion preliofilizada pueden variar entre aproximadamente
10 mM a aproximadamente 400 mM (por ejemplo, desde aproximadamente 30 mM a aproximadamente 300 mM, y
desde aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100 mM), o como alternativa, desde el 0,5 % al 15 % (por
ejemplo, desde el 1 % al 10 %, desde el 5 % al 15 %, desde el 5 % al 10 %) en peso. En algunas realizaciones, la
proporcion de la cantidad de masa del agente estabilizador y de la enzima es de aproximadamente 1:1. En otras
realizaciones, la proporcién de la cantidad de masa del agente estabilizador y de la enzima puede ser de
aproximadamente 0,1:1, 0,2:1, 0,5:1, 2:1, 5:1, 10:1, o0 20:1.
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Agentes formadores de volumen

En algunas realizaciones, las formulaciones de acuerdo con la presente invencién pueden incluir adicionalmente uno
0 mas agentes formadores de volumen. Un “agente formador de volumen” es un compuesto que afiade masa a la
mezcla liofilizada y contribuye a la estructura fisica de la torta liofilizada. Por ejemplo, un agente formador de
volumen puede mejorar el aspecto de la torta liofilizada (por ejemplo, torta liofilizada esencialmente uniforme). Los
agentes formadores de volumen adecuados incluyen, pero sin limitacion, cloruro de sodio, lactosa, manitol, glicina,
sacarosa, dextrano, trehalosa, almidén hidroxietilico, o combinaciones de los mismos. Las concentraciones
ejemplares de los agentes formadores de volumen son desde aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 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 %) en peso.

Tonicidad

En algunas realizaciones, las formulaciones de acuerdo con la presente invencion contienen un agente de tonicidad
para mantener isotdnicas a las formulaciones de preliofilizacién o a las formulaciones reconstituidas. Normalmente,
por “isoténico” se refiere a que la formulacion de interés tiene esencialmente la misma presién osmética que la
sangre de ser humano. Las formulaciones isoténicas en general tendran una presidon osmotica desde
aproximadamente 240 mOsm/kg a aproximadamente 350 mOsm/kg. La isotonicidad se puede medir utilizando, por
ejemplo, un osmémetro tipo de presién de vapor o de punto de congelacién. Los agentes de isotonicidad ejemplares
incluyen, pero sin limitacion, glicina, sorbitol, manitol, cloruro de sodio, sacarosa, dextrosa, arginina y combinaciones
de los mismos. En algunas realizaciones, los agentes de tonicidad adecuados pueden estar presentes en
formulaciones preliofilizadas en una concentracién desde aproximadamente el 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.

Se pueden incluir en una formulaciéon de acuerdo con la presente invencion, siempre y cuando no afecten de forma
adversa las caracteristicas deseadas de la formulacién, otros vehiculos, excipientes, o estabilizadores
farmacéuticamente aceptables tales como los descritos en Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol,
A. Ed. (1980). Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables son no téxicos para los destinatarios a las
dosificaciones y concentraciones empleadas e incluyen, pero sin limitacion, agentes tamponadores adicionales;
conservantes; codisolventes; antioxidantes que incluyen acido ascoérbico y metionina; agentes quelantes tales como
EDTA; complejos metalicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); polimeros biodegradables tales como poliésteres;
y/o contraiones formadores de sales tales como sodio.

Las formulaciones descritas en el presente documento pueden contener mas de una proteina como sea apropiado
para una indicacién particular tratada, preferentemente aquellas con actividades complementarias que no afectan de
forma adversa a la otra proteina.

Las formulaciones a utilizar para la administracion in vivo deben estar estériles. Esto se lleva a cabo facilmente
mediante la filtracion a través de membranas de filtracion estériles, antes de, o a continuacion de, la liofilizacion y la
reconstitucion.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona formulaciones “estables” para las enzimas lisosdmicas
descritas en el presente documento. Como se utiliza en el presente documento, una formulacion “estable” es una en
la que la enzima que contiene esencialmente conserva su estabilidad e integridad fisica y quimica durante la
liofilizacion, almacenamiento, transporte e infusion. Como resultado, las formulaciones que la presente invencion
proporciona reducen o eliminan la formacién de agregados de alto peso molecular, la degradaciéon de proteinas
durante el secado por congelacion, el almacenamiento, el transporte y la infusion. En realizaciones particulares, una
formulacion estable que proporciona la presente invencion reduce o elimina la precipitacion de enzima durante el
secado por congelacién, almacenamiento, transporte e infusion. La precipitacion de enzima se puede determinar por
examen visual. Ademas, para medir la estabilidad de la enzima se pueden utilizar diversas técnicas analiticas para la
medicion de la estabilidad de proteinas. Véase, Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993). La estabilidad se
puede medir después del almacenamiento a una temperatura seleccionada (por ejemplo, 0°C, 5°C, 25°C
(temperatura ambiente), 30 °C, 40 °C) durante un periodo de tiempo seleccionado (por ejemplo, 2 semanas, 1 mes,
1,5 meses, 2 meses, 3, meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 12 meses, 18 meses, 24 meses, etc.). Para la
exploracion rapida, la formulacién se puede mantener a 40 °C desde 2 semanas hasta 1 mes, en cuyo tiempo se
mide la estabilidad. Cuando la formulacién es para almacenarse a 2-8 °C, en general la formulaciéon deberia ser
estable a 25 °C (es decir, a temperatura ambiente) o 40 °C durante por lo menos 1 mes y/o estable a 2-8 °C durante
por lo menos 3 meses, 6 meses, 1 afio o 2 afios. Cuando la formulacion es para almacenarse a 30 °C, en general la
formulacion deberia ser estable durante por lo menos 3 meses, 6 meses, 1 afio o 2 afios a 30 °C y/o estable a 40 °C
durante por lo menos 2 semanas, 1 mes, 3 meses o 6 meses. En algunas realizaciones, el grado de agregacion
después de la liofilizacion y el almacenamiento se puede utilizar como un indicador de estabilidad de la proteina.
Como se utiliza en el presente documento, la expresién “agregados de alto peso molecular ("APM")" se refiere a una
asociacion de por lo menos dos mondmeros de proteina. Para los fines de la presente invencion, un monémero se
refiere a la unidad individual de cualquier forma biolégicamente activa de la proteina de interés. La asociacion puede
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ser covalente, no covalente, de disulfuro, entrecruzamiento no reducible, o mediante otro mecanismo.

Por ejemplo, una formulacién “estable” puede ser una en la que menos de aproximadamente el 10 % (por ejemplo,
menos del 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 %) y preferentemente menos de aproximadamente el
5 % (por ejemplo, menos del 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5 %) de la proteina esta presente en la formulacién como un
agregado (también denominado como especies de alto peso molecular ("APM")). En algunas realizaciones, se puede
medir la estabilidad mediante un aumento en la formacion de agregados después de la liofilizacion y el
almacenamiento de la formulacion liofilizada. Por ejemplo, una formulacion liofilizada “estable” puede ser una en la
que el aumento de agregado en la formulacion liofilizada es menor de aproximadamente el 5 % (por ejemplo, menor
del 4 %, 3 %, 2%, 1%, 0,5 %) y preferente menor de aproximadamente el 3 % (por ejemplo, 2 %, 1 %, 0,5 %,
0,2 %, 0,1 %), cuando la formulacion liofilizada se almacena a 25 °C (es decir, a temperatura ambiente) o a 40 °C
durante por lo menos 2 semanas, 1 mes, 3 meses o 6 meses, o a 2-8 °C durante por lo menos 3 meses, 6 meses,
1 afo o 2 afos. Las especies agregadas o de APM se pueden analizar utilizando métodos conocidos en la técnica
que incluyen, pero sin limitaciéon, HPLC de exclusién por tamafio (SE-HPLC), HPLC de intercambio de cationes
(CEX-HPLC), difraccion de rayos X (XRD), calorimetria diferencial de barrido modulada (mDSC), HPLC de fase
inversa (RP-HPLC), dispersion de luz multiangulo (MALS), fluorescencia, absorcion ultravioleta, nefelometria,
electroforesis capilar (EC), SDS-PAGE, y combinaciones de los mismos.

Kits

La presente invencién también proporciona kits que contienen reactivos o formulaciones de acuerdo con la presente
invenciéon. En algunas realizaciones, un kit de acuerdo con la invencidn puede incluir un recipiente que contiene la
mezcla liofilizada de una enzima lisosémica (por ejemplo, AGA de ser humano) y proporcionar instrucciones para su
reconstitucion y/o uso. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales (por ejemplo, viales de dos
camaras), bolsas (por ejemplo, bolsas iv), jeringas (tales como jeringas de dos camaras) y tubos de ensayo. El
recipiente puede estar formado de una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene a
la formulacién liofilizada y la etiqueta sobre, o en asociacion con el recipiente puede indicar instrucciones para la
reconstitucion y/o utilizacion. Por ejemplo, la etiqueta puede indicar que la formulacion liofilizada se reconstituye
hasta las concentraciones de proteina como se describe anteriormente. La etiqueta puede indicar adicionalmente
que la formulacion es util para o se destina a, por ejemplo, administracién intravenosa como un bolo o mediante
infusién continua a lo largo de un periodo de tiempo, mediante las vias intramuscular, subcutanea, intraarticular,
intrasinovial, o intratecal. Un kit adecuado puede incluir adicionalmente un segundo recipiente que contenga un
diluyente adecuado (por ejemplo, ABPI). Después de la mezcla del diluyente y la formulacién liofilizada, la
concentracion de proteina final en la formulacidn reconstituida en general sera de por lo menos aproximadamente
1 mg/ml (por ejemplo, aproximadamente 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml, 35 mg/ml,
40 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml, o 100 mg/ml).

Ejemplos

Ejemplo 1: exploracion de tensioactivo

Los experimentos en este ejemplo se disefiaron como parte del estudio de preformulaciéon para examinar la
estabilidad de ZC-701 en diversas condiciones de formulacion que incluyen pH, modificador de tonicidad, y
tensioactivo.

ZC-701 es una proteina de fusion que contiene una etiqueta DLIG obtenida del IGF-II de ser humano (IGF-II A2-7)
fusionado al extremo N de un fragmento de la AGA de ser humano (aminoacidos 70-952 de la AGA de ser humano).

Hay un espaciador de tres aminoacidos (GAP) entre la etiqueta DLIG y el fragmento de AGA. La secuencia de
aminoacidos de ZC-701 se muestra en la SEQ ID NO: 2.
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ALCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALLETYCATPA
KSEGAPAHPGRPRAVPTQCDVPPNSRFDCAPDKAITQEQCEARGCCYIPAKQGLQGA
QMGQPWCFFPPSYPSYKLENLSSSEMGYTATLTRTTPTFFPKDILTLRLDVMMETEN
RLHFTIKDPANRRYEVPLETPRVHSRAPSPLYSVEFSEEPFGVIVHRQLDGRVLLNTT
VAPLFFADQFLQLSTSLPSQYITGLAEHLSPLMLSTSWTRITLWNRDLAPTPGANLYG
SHPFYLALEDGGSAHGVFLLNSNAMDVVLQPSPALSWRSTGGILDVYIFLGPEPKSV
VQQYLDVVGYPFMPPYWGLGFHLCRWGYSSTAITRQVVENMTRAHFPLDVQWNDL
DYMDSRRDFTFNKDGFRDFPAMVQELHQGGRRYMMIVDPAISSSGPAGSYRPYDEG
LRRGVFITNETGQPLIGKVWPGSTAFPDFTNPTALAWWEDMVAEFHDQVPFDGMWI
DMNEPSNFIRGSEDGCPNNELENPPYVPGVVGGTLQAATICASSHQFLSTHYNLHNL
YGLTEAIASHRALVKARGTRPFVISRSTFAGHGRYAGHWTGDVWSSWEQLASSVPEI
LQFNLLGVPLVGADVCGFLGNTSEELCVRWTQLGAFYPFMRNHNSLLSLPQEPYSFS
EPAQQAMRKALTLRYALLPHLYTLFHQAHVAGETVARPLFLEFPKDSSTWTVDHQL
LWGEALLITPVLQAGKAEVTGYFPLGTWYDLQTVPIEALGSLPPPPAAPREPAIHSEG
QWVTLPAPLDTINVHLRAGYIIPLQGPGLTTTESRQQPMALAVALTKGGEARGELFW
DDGESLEVLERGAYTQVIFLARNNTIVNELVRVTSEGAGLQLQKVTVLGVATAPQQ
VLSNGVPVSNFTYSPDTKVLDICVSLLMGEQFLVSWC (SEQ ID NO:2)

En este ejemplo, se examinaron los siguientes parametros de formulacion: (1) pH: 4,0, 5,0, 6,0, y 6,2; (2) Tampones:
tampodn acetato de sodio (pH 3,0-5,0) y tampdn fosfato de sodio (pH 7,0-8,0), todos a una concentracién de 10 mM;
(3) Modificadores de tonicidad: cloruro de sodio (NaCl) 100 mM, cloruro de sodio (NaCl) 150 mM, sorbitol al 3,5 %, y
sorbitol al 5,0 %; (4) Estabilizador: arginina 100 mM, EDTA 0,1 mM; (5) Tensioactivos: polisorbato 20, polisorbato 80,
y Pluronic F-68; y (6) Concentraciones de producto: 5y 15 mg/ml.

El volumen de llenado se fij6 en aproximadamente 0,5 ml. En el presente estudio todos los candidatos de
formulacion se formularon mediante dialisis frente a cada formulacion candidata.

Las formulaciones se probaron bajo las condiciones de estrés enumeradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de estrés ejemplares

Estrés Condiciones Puntos de tiempo
-20 °C 1, 2, 4, 8 semanas
4°C 0,1, 2, 4, 8 semanas
Temperatura
25 °C 1, 2, 4, 8 semanas
40 °C 1, 2, 4, 8 semanas
Agitacion Agitacion por mini agitador vorticial 4 horas
Congelaciorl- -70 °C hasta TA 5 ciclos consecutivos
descongelacion
Luz UV Exposicion a luz UV (amplio espectro) | 24 horas

Para analizar los productos de degradacion principales generados bajo los estreses, se utilizaron los ensayos
indicadores de estabilidad SE-HPLC, RP-HPLC y SDS-PAGE.

Normalmente, el producto precipita cuando se introduce estrés por agitacion. Como se describe a continuacion, se
observé que la adicion en la formulaciéon de Pluronic® F-68 como tensioactivo estabilizé el producto frente al estrés
por agitacion. Brevemente, el producto se sometié a agitacion constante durante hasta 4 horas para comprender la
estabilidad del producto bajo estrés por agitacion y/o de corte. Se utilizd para este estudio el producto en la
formulacion a granel actual de fosfato de sodio 10 mM, NaCl 145,15 mM, KCI 2,33 mM, fosfato de potasio 2 mM,
pH 7,2, lote CZ-701-B20-10 10,06 mg/ml. La Figura 1 proporciona una imagen de los viales del estudio de
exploracion de tensioactivos. La mezcla agitada sin tensioactivo (control +) precipitd, lo que sugiere que el producto
precipita bajo estrés por agitacion. La adicion de cada uno de los tensioactivos probados, es decir, polisorbato 20 al
0,01 %, polisorbato 80 al 0,01 %, o Pluronic® F-68 (poloxamero 188) al 0,1 %, protegioé al producto frente a la
precipitacion inducida por agitacion. Basandose en el anadlisis por SE-HPLC (Figura 2), Pluronic® F-68 también
previno la formacién de cualquier agregado soluble.
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A base del estudio de estrés por agitacién con diversos tensioactivos, se selecciond Pluronic F-68 como el
tensioactivo para los estudios de formulacion adicionales. Las formulaciones precisas probadas en este estudio se
enumeran en la Tabla 4.

Tabla 4. Formulaciones ejemplares probadas bajo condiciones de estrés.

Caodigo de form. Tampon pH Motdolgicc?g;)é de Tensioactivo (%) Estabilizador Corzcrg\/;e};:lon

5A4N Acetato de | 4,0 NaCl 150 mM F-68 al 0,1 % 5
sodio 10 mM

5A4S Acetatode | 4,0 | Sorbitol al 5 % F-68 al 0,1 % 5
sodio 10 mM

5A4NR Acetato de | 4,0 NaCl 100 mM F-68 al 0,1 % Arginina 100 mM 5
sodio 10 mM

5A4SR Acetato de | 4,0 | Sorbitol al 3,5 % F-68 al 0,1 % Arginina 100 mM 5
sodio 10 mM

5A5N Acetatode | 5,0 NaCl 150 mM F-68 al 0,1 % 5
sodio 10 mM

5A5S Acetatode | 5,0 | Sorbitol al 5 % F-68 al 0,1 % 5
sodio 10 mM

5P6N Fosfato de | 6,0 NaCl 150 mM F-68 al 0,1 % 5
sodio 10 mM

5P6S Fosfatode | 6,0 | Sorbitol al 5 % F-68 al 0,1 % 5
sodio 10 mM

5P62N Fosfatode | 6,2 | NaCl 150 mM Ninguno 5
sodio 10 mM

5P6NR Fosfato de | 6,0 NaCl 100 mM F-68 al 0,1 % Arginina 100 mM 5
sodio 10 mM

5P6NE Fosfato de | 6,0 NaCl 150 mM F-68 al 0,1 % EDTA 0,1 mM 5
sodio 10 mM

15P6N Fosfato de | 6,0 NaCl 150 mM F-68 al 0,1 % 15
sodio 10 mM

15P6S Fosfato de | 6,0 | Sorbitol al 5 % F-68 al 0,1 % 15
sodio 10 mM

Las formulaciones se expusieron a diversas condiciones de estrés (Tabla 3). Se observé que, por ejemplo, en
condiciones idénicas, en ausencia de arginina, el producto fue sensible al estrés por congelacion/descongelacion.
Como otro ejemplo, a pH 6 el producto fue sensible al estrés por luz UV. Cuando se incubd a 40 °C en el estudio de
estabilidad acelerada, precipitaron todas las formulaciones excepto acetato de sodio 10 mM, sorbitol al 5 %,
Pluronic® F-68 al 0,1 %, pH 4,0. A temperaturas mas bajas, 4 °C y -20 °C, la formulacién acetato de sodio 10 mM,
sorbitol al 5 %, Pluronic F-68 al 0,1 %, pH 4,0, fue la Unica formulacidon que no produjo agregados, como se
caracterizé mediante SE-HPLC. Los resultados obtenidos a partir de este estudio sugieren que las formulaciones
estables incluyen Pluronic® F-68 al 0,1 % a pH 4 con un modificador de la tonicidad no i6nico.

Ejemplo 2. Formulacion liofilizada para ZC-701

Los experimentos en este ejemplo se disefiaron para optimizar las formulaciones de liofilizacion para ZC-701. En
particular, estos estudios proporcionan informacion acerca del efecto de la formulacion sobre la estabilidad del
producto. Por ejemplo, a través del estudio de degradacion forzada con candidatos de formulacion seleccionados, se
abordaron los siguientes objetivos: (1) comprender los estreses a los que el producto es susceptible; (2) identificar
los productos de degradacion; (3) confirmar los ensayos de indicacion de la estabilidad; y (4) comprender las
condiciones de la formulacién estable.

ZC-701 se formulé en diversas lioformulaciones basadas en citrato y fosfato. Se examinaron los siguientes
parametros de formulacién: (1) Tampones: citrato (pH 6,0), o fosfato/citrato (pH 6,0); (2) Agentes formadores de
volumen: glicina al 2 %, o manitol al 4 %. En todas las formulaciones probadas se utilizaron los siguientes
parametros: (3) Volumen de llenado: 0,5 ml; (4) pH: 6,0; (5) Tensioactivo: poloxamero 188; y (6) estabilizador:
trehalosa al 1 %.

En este estudio todos los candidatos de formulacion se formularon dializando frente a cada formulacion candidata y
las formulaciones ejemplares se muestran en la Tabla 5.

17



10

15

20

25

30

35

40

ES 2758 827 T3

Tabla 5. Formulaciones ejemplares de ZC-701

Cadigo Tampon pH Aggnte formador Estabilizador Tensioactivo Conc.
e volumen (mg/ml)
C6GT Citrato 50 mM 6,0 Glicinaal 2 % |Trehalosa al 1 %| Poloxamero 188 al 0,10 % 10
C6MT Citrato 50 mM 6,0 | Manitolal4 % |Trehalosa al 1 %| Poloxamero 188 al 0,10 % 10
PC6MT* |Fosfato/citrato 50 mM| 6,0 Manitol al 4 % |Trehalosa al 1 %| Poloxamero 188 al 0,10 % 10

Normalmente, un ciclo de liofilizacion se puede elegir a base de la integridad de la torta, alta temperatura de
transicion vitrea, contenido de humedad 6ptimo (< 1 %), reconstitucion facil y completa, y minimo dolor asociado a la
inyeccion (para una dosis de 1 mg), utilizando los siguientes ensayos: aspecto visual, pH, contenido de humedad
(protocolo de integridad de biosolucion), FTIR para analisis estructural (protocolo de integridad de biosolucion),
osmolalidad (protocolo de integridad de biosolucién), calorimetria de barrido diferencial (protocolo de integridad de
biosolucion), SE-HPLC, SDS-PAGE.

Las formulaciones ejemplares (Tabla 5) se liofilizaron en viales de vidrio borosilicato de Tipo | con tapones de goma
recubiertos con Flurotec®, con un volumen de llenado de 0,5 ml. Para secar las formulaciones se utilizé el ciclo de
liofilizacion como se muestra en la Figura 3. Después del secado se formaron tortas firmes de buen aspecto
(Figura 4). Sin embargo, el contenido de humedad fue mayor del 1 % en las tres formulaciones (Tabla 6). Esto
puede deberse a la alta concentracion de citrato en las formulaciones. La optimizacion de ciclo de liofilizacion
deberia reducir el contenido de humedad.

Tabla 6. Analisis de humedad y resultados de osmolalidad

Contenido de humedad tiempo Contenido de humedad 16 .
ID o Osmolalidad
cero semanas a 25 °C
C6GT 1,58 2,94 478
C6MT 3,81 2,87 485
PCEMT 2,54 2,86 458

Se realiz6 la calorimetria de barrido diferencial de C6MT. La presencia de citrato en las formulaciones parecia
enmascarar cualquiera de las sefiales de fusion eutéctica que podrian haberse producido a alrededor de -15 °C en el
ensayo. Los intentos de desvitrificacion mediante calentamiento de las muestras hasta - 15 °C desde -50 °C,
enfriando otra vez a -50 °C y calentando a 4 °C, no mostraron diferencia en el flujo de calor (Figura 5). La
temperatura de transicion vitrea a -38 °C no parecio provocar ningun colapso de la torta después de la liofilizacion.

Estudios de estrés

Tabla 7. Las formulaciones se probaron bajo las siguientes condiciones de estrés:

Estrés Condicion Puntos de tiempo

4°C Pre lio., 0, 2* dias; 1, 2, 4, 8, 12, 16 semanas; **
Temperatura 25 °C*** 2 dias; 1, 2, 4, 8, 12, 16 semanas; **

40 °C 2 dias; 1, 2, 4 semanas

* En el tiempo cero se reconstituyd un conjunto adicional de muestras y se almacend en estado liquido durante|
dos (2) dias a 4 °C, antes del andlisis.

** Para los analisis de humedad se incluyeron a 4 y 25 °C, 3 viales/formulaciones adicionales.

*** 1 vial/formulacién extra para los bioensayos a las 0, 4, 8, 16 semanas para las muestras a 25 °C.

A partir de las 8 semanas solo se analizaron las formulaciones seleccionadas.

Para analizar los productos de degradacion principales generados bajo los estreses, se utilizaron en este estudio los
ensayos indicadores de estabilidad HPLC de exclusion por tamafio (SE-HPLC) y electroforesis en gel de
poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Para la exclusion por tamafio (SE-HPLC), la fase movil:
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,2 NaCl 0,15 M; columna: TSK-GEL G2000SWXL 300 X
7,8 mm ID de TOSOH Bioscience; caudal: 0,5 ml/min; carga de muestra: 50 pg/inyeccion. Para la electroforesis en
gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), tipo de gel: gel BisTris al 4-12 % NuPAGE Novex;
tampon de desarrollo: tampdn de desarrollo MOPS SDS 1X; reactivo de tincion: SimplyBlue SafeStain, Invitrogen;
volumen de carga: 12 ul de estandar de PM Mark 12TM, Invitrogen; carga de muestra: 10 ug.

ZC-701 mostré6 muy poca degradacion global a lo largo del periodo de tiempo de 16 semanas como se determind

mediante SE-HPLC (Figuras 6 y 7). Después de 16 semanas de almacenamiento a 4 °C y 25 °C, y de comparar con
un estandar de referencia congelado, las formulaciones no mostraron cambio cuando se analizaron mediante SDS-
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PAGE (Figura 8). No se observé cambio significativo cuando las formulaciones reconstituidas se almacenaron
durante dos dias a 4 °C (Figura 9). Como se describe anteriormente, los contenidos inicial y final de humedad fueron
alto debido al uso de citrato en el tampdn de formulacién (Tabla 6). La elecciéon de citrato también dio como
resultado la alta osmolalidad (Tabla 6). Los perfiles de estabilidad para cada una de las formulaciones probadas se
ilustran en la Figura 10.

Como se muestra a continuaciéon en la Tabla 8, los estudios de estabilidad indicaron que, en las formulaciones
liofilizadas, la formulacion que contenia citrato 50 mM a pH 6,0, glicina al 2 %, trehalosa al 1 %, y Poloxamero 188 al
0,1 % fue ligeramente mas estable que las otras dos condiciones después del almacenamiento a 4 °C y 25 °C. El
SDS-PAGE no sugirié ninguna diferencia apreciable entre las formulaciones. No se observé degradacion apreciable
en esta formulacion después de 16 semanas de almacenamiento a 4 °C y 25 °C. Las diferencias entre las tres
formulaciones son pequefias.

Tabla 8. Sumario de los resultados de estabilidad de los candidatos de formulacion ejemplares

(1) Pre lio., Tiempo 0, y 2 dias de reconstitucion
Pureza de
) Modificador de . . Temp HPLC Conc.
ID |[Tampon (10 mM) tonicidad Tensioactivo °C) pH (%) (mg/ml)
SE RP IE
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 10.10 % Pre lio. 6,37 93,9 N/E N/E 11,68
1% arb v e
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % Pre lio. 6,25 93,1 N/E N/E 8,90
1% alvib»
Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT| Fosfato/Citrato | Trehalosa al 10.10 % Pre lio. 6,26 92,8 N/E N/E 9,62
1% an i
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 109 T cero 6,27 93,9 N/E N/E 11,03
1% al 0,10 %
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % T cero 6,18 93,1 N/E N/E 9,18
1% arbiv e
Man al 4 %/ .
PC6MT Fé’.SfatO/ Trehalosa al | PO/OX8Mero |+ oo | 6,05 | 928 NE | NE | 965
itrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/ Poloxamero |Recons. 2
C6GT Citrato Trehalosa al 10.10 % di ) 6,50 93,9 N/E N/E 11,39
1% al 0, o ias
Man al 4 %/ .
C6MT Citrato Trehalosa al | POIOXaMero |ReCONS. 2 ¢ 35 | g g NE | NE | 961
1% al 0,10 % dias
Man al 4 %/ .
pcemT|  foMatof Trehalosa al | Foloxamero |Recons. 2 g a5 | 957 | NE | NE | 9,26
itrato 1% al 0,10 % dias
(2) 1 semana
Pureza de
Tampén (10 | Modificador de . . Temp HPLC Conc.
ID mM) tonicidad | rensioactivol - eqy” | pH (%) (mg/ml)
SE RP IE
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 10.10 9 5 6,31 93,3 N/E N/E 11,28
1% al 0,10 %
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % 5 6,21 93,0 N/E N/E 9,55
1% al v, (]
Fosfato/ Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT . Trehalosa al o 5 6,08 92,3 N/E N/E 10,07
Citrato 1% al 0,10 %
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(continuacion)

(1) Pre lio., Tiempo 0, y 2 dias de reconstitucion

Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 10.10 % 25 6,28 93,1 N/E N/E 11,46
1% anrr
0,
. Man al 4 % Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 1010 % 25 6,15 92,0 N/E N/E 9,43
1% alvib»
[v)
Fosfato/ Man al 4 % Poloxamero
PC6MT Gi Trehalosa al o 25 6,09 91,7 N/E N/E 9,96
itrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/
. 1% Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al al 0.10 % 37 6,17 93,3 N/E N/E 8,94
1%
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % 37 6,09 90,4 N/E N/E 9,53
1% al U, (]
Man al 4 % .
PC6MT Fé’.SfatO/ Trehalosa al | PoloXamero | 57 6,10 | 90,2 NE | NE | 10,33
itrato 1% al 0,10 %
(3) 2 semanas
Pureza de
Tampon (10 | Modificador de . . Temp HPLC Conc.
ID mM) tonicidad Tensioactivo (°C) pH (%) (mg/ml)
SE RP IE
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 10.10 % 5 6,31 93,0 N/E N/E 11,29
1% aniuT
0,
. Man al 4 % Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % 5 6,21 93,1 N/E N/E 9,09
1% an v
Fosfato/ Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT Gi Trehalosa al o 5 6,08 92,5 N/E N/E 9,74
itrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 1010 % 25 6,28 92,9 N/E N/E 11,11
1% al 0, (V)
Man al 4 % .
CoMT Citrato Trehalosa al Pol'%x%“?/ro 25 | 615 | 92,1 NE | NE | 895
1% al v, (]
Man al 4 % .
PC6MT FC".Sfam/ Trehalosa al | Foloxamero | g 6,09 | 91,9 NE | NE | 948
itrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 210.10 % 37 6,17 93,2 N/E N/E 8,47
1% ’
0,
. Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al a2l 0.10 % 37 6,09 90,3 N/E N/E 9,23
1% S
Fosfato/ Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT Gi Trehalosa al o 37 6,10 90,6 N/E N/E 9,64
itrato 1% al 0,10 %
(4) 4 semanas
Pureza de
Tampén (10 | Modificador de . . Temp HPLC Conc.
ID mM) tonicidad Tensioactivo (°C) pH (%) (mg/ml)
SE | RP | IE
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(continuacion)

(1) Pre lio., Tiempo 0, y 2 dias de reconstitucién

Glicina al 2 %/

C6GT Citrato Trehalosa al P;'%X%“S/ro 5 6,20 | 94,3 N/E NE | 11,14
1% e
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 21010 % 5 6,06 93,7 N/E N/E 9,59
1% ’
Fosfato/ Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT Gi Trehalosa al o 5 6,01 93,3 N/E N/E 10,23
itrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al al0.10 % 25 6,04 941 N/E N/E 11,77
1% ’
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al al 010 % 25 6,05 92,9 N/E N/E 9,39
1% ’
Man al 4 %/ .
PC6MT FC".Sfam/ Trehalosa al | Foloxamero | g 6,07 | 928 NE | NE | 10,20
itrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 210.10 % 37 6,13 94,0 N/E N/E 8,54
1% ’
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al al0.10 % 37 6,02 91,8 N/E N/E 9,24
1% ’
Fosfato/ Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT Gi Trehalosa al o 37 6,20 91,4 N/E N/E 10,32
itrato 1% al 0,10 %

(5) 8 semanas* notese por favor que se utilizé una nueva columna de SE-HPL a partir de este punto de tiempo en
adelante; las columnas anteriores habian perdido resoluciéon. Por lo tanto, las cantidades ascendieron

ligeramente.
Pureza de
Tampén (10 | Modificador de . . Temp HPLC Conc.
D mM) tonicidad | rensioactivo | eqyt | pH (%) (mg/ml)
SE RP IE
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 1010 % 5 6,15 95,5 N/E N/E 11,15
1% al 0, ()
Man al 4 %/ Poloxamero
Ce6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % 5 6,23 95,6 N/E N/E 11,27
1% al v, (]
Man al 4 %/ .
pcemT)  foatof Trehalosa al | Foloxamero | g 613 | 946 | NE | NE | 10,15
itrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al 10.10 % 25 6,17 954 N/E N/E 11,77
1% al U, (]
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 1010 % 25 6,18 93,9 N/E N/E 9,00
1% al 0, ()
Fosfato/ Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT Gi Trehalosa al o 25 6,12 93,6 N/E N/E 9,38
itrato 1% al 0,10 %
(6) 12 Semanas
Pureza de
Tampén (10 | Modificador de . . Temp HPLC Conc.
ID mM) tonicidad Tensioactivo (°C) pH (%) (mg/ml)
SE | RP | IE
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(continuacion)

(1) Pre lio., Tiempo 0, y 2 dias de reconstitucién
Glicina al 2 %/

C6GT Citrato Trehalosa al | oloxamero | g 6,16 | 943 NE | NE | 11,60
1% al 0,10 %
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % 5 6,17 93,1 N/E N/E 9,39
1% al 0, (]
Fosfato/ Mann al 4 %/ | 5\ smero
PC6MT Ci Trehalosa al o 5 6,18 92,8 N/E N/E 9,95
itrato 1% al 0,10 %

Glicina al 2 %/

C6GT Citrato Trehalosa al Pol'%xfg‘f/ro 25 | 617 | 938 | NE | NE | 1127
1% al 0, (V)
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al o 25 6,21 91,8 N/E N/E 9,37
1% al 0,10 %
Man al 4 %/ .
PC6MT FC".Sfam/ Trehalosa al | Foloxamero | g 6,18 | 91,3 NE | NE | 9,93
itrato 1% al 0,10 %
(7) 16 Semanas
Pureza de
Tampon (10 | Modificador de . . Temp HPLC Conc.
ID mM) tonicidad | rensioactivol - eqyt | pH (%) (mg/ml)
SE RP IE
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al o 5 6,07 94,3 N/E N/E 11,22
1% al 0,10 %
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al o 5 6,04 93,6 N/E N/E 9,52
1% al 0,10 %
Man al 4 %/ .
pcemt|  Fosfato/ Trehalosa al | Poloxamero | g 6,05 | 932 NE | NE | 985
Citrato 1% al 0,10 %
Glicina al 2 %/ Poloxamero
C6GT Citrato Trehalosa al o 25 6,07 94,1 N/E N/E 11,33
1% al 0,170 %
Man al 4 %/ Poloxamero
C6MT Citrato Trehalosa al 10.10 % 25 6,03 92,4 N/E N/E 9,29
1% al 0, (V)
Fosfato/ Man al 4 %/ Poloxamero
PC6MT Gi Trehalosa al o 25 6,07 91,8 N/E N/E 9,74
itrato 1% al 0,10 %

Ejemplo 3. Estabilidad de ZC-701

La estabilidad de ZC-701A se examind a lo largo del transcurso de un estudio de tres meses. El articulo de prueba
liofilizado ZC-701-GMP1 en el tampdn de formulacion actual (citrato 50 mM, manitol al 4 %, trehalosa al 1 % vy
Pluronic F-68 al 0,1 %, pH 6,0) se comparo con la muestra de control ZC-701-B18-10 en solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) pH 6,2. Las muestras se incubaron a 4 °C, a temperatura ambiente, y a -80 °C durante hasta 92
dias. La estabilidad de ZC-701 se evalud en términos de concentracion de proteina, actividad enzimatica de AGA,
pureza del monémero, y unién al receptor CI-MPR.

ZC-701-GMP1 fue estable en el tampdén de formulacién a 4 °C y a -80 °C durante los tres meses de estudio
completos. ZC-701-B18-10 en PBS pH 6,2 fue también estable excepto por un aumento en la multimerizacién del
compuesto, que se produjo a 4 °C. En tres meses a 4 °C la cantidad de multimero de ZC-701-B18-10 aumentd
desde <1 % hasta por encima del 25 %. Por el contrario, la cantidad de ZC-701-GMP1 multimérica se mantuvo a
<1 % durante el estudio completo. Esto demuestra que el tampoén de formulacion actual proporciona estabilidad del
compuesto mejorada en comparacion con PBS pH 6,2.

Brevemente, material de ZC-701-GMP1 del lote 106A12-017782 del farmaco a granel GMP se liofilizd en una

ejecucion de disefio del ciclo de liofilizacion de llenado/acabado en Altea (ejecucién de disefio 4ER-067). Se
reconstituyeron viales de ZC-701-GMP1 que contenian 35 mg de ZC-701 en tampdn de formulaciéon con 6,8 ml de
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agua, se prepararon alicuotas, y se almacenaron a 4 °C, a temperatura ambiente (TA), o a -80 °C. La muestra de
control ZC-701-B18-10 formulada en PBS pH 6,2, se descongeld del almacenamiento a -80 °C.

Las muestras a TA se analizaron en el dia 0 y en el dia 1. Se analizaron otras mezclas en los dias 0, 1, 7, 28 y 92.
Los analisis incluyeron la determinacion de la concentracion de proteina por espectrometria Azso, analisis de
actividad enzimatica de PNP de AGA, analisis de SDS-PAGE reductor y no reductor, analisis de cromatografia por
exclusién de tamano, analisis de PNGasa F / SDS-PAGE, y unién al receptor mediante un ensayo de union
competitiva al receptor de IGF-lIl. También se controlé la actividad enzimatica en un experimento de
congelacién/descongelacion.

Determinacion de la concentracion de proteina
Como se muestra en la Figura 11 y en la Tabla 9, las concentraciones de proteina de todas las muestras fueron
estables a lo largo de los 92 dias del transcurso del estudio. La concentracién de proteina de la muestra se

determiné por medicion Azso utilizando un coeficiente de extension de 1,59 cm™' (mg/ml)'.

Tabla 9. Medicién ejemplar de la concentracion de proteina de la muestra por espectrometria A2so

Concentraciéon (mg/ml)
Tiempo (Dias)

Muestra 0 1 7 28 92
GMP14C 4,67 4,40 4,60 4,55 4,69
GMP1 RT 4,41
GMP1 -80C 4,53 4,40 4,63 4,56 4,59
B18-10 4C 12,89 13,06 12,49 13,17
B18-10 TA 12,96
B18-10-80C 13,17 12,86 12,97 12,59 12,73

Actividad enzimatica de AGA

Como se muestra en la Figura 12 y en la Tabla 10, que muestran resultados de los analisis de la actividad
enzimatica de PNP de AGA, las muestras fueron estables a lo largo de los 92 dias del transcurso del estudio.
Definicidon de unidad: enzima necesaria para hidrolizar 1 nmol de para-nitrofenol alfa-glucésido (Sigma n.° N1377) en
una hora a 37 °C en una reaccién que contiene sustrato 10 mM y acetato de sodio 100 mM pH 4,2. Las reacciones
de 50 pl se detuvieron con 300 pl de carbonato de sodio 100 mM. Se detecto el sustrato hidrolizado a 405 nm y se
compard con una curva estandar de p-nitrofenol (Sigma n.° N7660). Para producir la actividad enzimatica especifica
las unidades de PNP se dividieron por las concentraciones de proteina mostradas en la Tabla 9.

Tabla 10. Medicién ejemplar de la actividad enzimatica de AGA por ensayo de PNP.
Actividad especifica (Unidades PNP/mg)

Tiempo (Dias)

Muestra 0* 1 7 28 92
GMP1 4C 236.302 213.423 227.939 254.534 244.283
GMP1 RT 236.302 211.455

GMP1 -80C 236.302 203.854 223.022 246.870 242.376
B18-104C 210.944 198.675 211.125 225.980 210.565
B18-10 TA 210.944 220.106

B18-10 -80C 210.944 192.210 223.491 225.452 232.963

Como se describe anteriormente, se control6 la actividad enzimatica de AGA en muestras de congelacion/
descongelacion. La actividad de AGA de ZC-701 GMP1 se midié mediante ensayo de PNP en las muestras que se
sometieron a hasta 5 ciclos de congelacion instantdnea en nitrégeno liquido, seguido de descongelaciéon en agua
atemperatura ambiente. Como se muestra en la Figura 13, el compuesto es resistente a 5
congelaciones/descongelaciones.

Andlisis de SDS-PAGE
Como se muestra en la Figura 14, las muestras de ZC-701-GMP1 almacenadas a 4 °C y a -80 °C fueron
practicamente indistinguibles mediante SDS-PAGE a lo largo del transcurso de 92 dias. Las muestras de ZC-701-

B18-10 a -80 °C también fueron estables, sin embargo, las muestras a 4 °C presentaron a lo largo del tiempo un
aumento del multimero de alto peso molecular de ZC-701.
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Andlisis por cromatografia de exclusién por tamafio

Como se muestra en la Figura 15 y en la Tabla 11, el analisis por SEC (sigla del inglés size exclusion
chromatography, cromatografia por exclusién por tamafo) mostré que la fraccion del compuesto ZC-701 presente
como forma monomeérica fue constante durante el estudio con la excepcion de ZC-701-B18-10 incubada a 4 °C. A lo
largo del transcurso de tres meses, aproximadamente el 25 % de esta muestra se convirtié en la forma multimérica
de alto peso molecular. El porcentaje de ZC-701 presente como una forma monomérica se determiné cargando
33 pug de ZC-701 en solucién salina tamponada con fosfato pH 6,2 a temperatura ambiente a 0,25 ml/min en una
columna TSKgel G2000 SWx. de 30cm x 7,8 mm y una columna TSKgel G3000 SWx. de 30cm x 7,8 mm
conectadas en serie. El nivel de multimerizacion se define como la fraccién % que es mas grande que el monémero
ZC-701.

Tabla 11. Las muestras de estabilidad se separaron mediante cromatografia de exclusién por tamafio analitica

% de monomero mediante SEC
Tiempo (dias)

Muestra 0 1 7 28 92
GMP1 4C >99 >99 >99 >99 >99
GMP1 TA >99
GMP1 -80C >99 99,0 >99 >99 >99
B18-10 4C >99 >99 91,7 96,0 74,3
B18-10 TA 98,41
B18-10 -80C >99 98,7 >99 >99

Andlisis de PNGasa F / SDS-PAGE

Normalmente, aproximadamente el 20-30 % de las moléculas de ZC-701 se escinden mediante furina durante la
produccién en cultivo tisular. La enzima furina escinde el esqueleto polipeptidico de la molécula de ZC-701, pero las
dos porciones resultantes de la proteina permanecen asociadas a través de uniones disulfuro, manteniendo la
funcionalidad de la proteina. Los métodos de analisis por PNasa F /SDS-PAGE pueden resolver y cuantificar las
siguientes tres especies de proteina: Intacta: moléculas de ZC-701 que la furina no ha escindido; Escindida:
moléculas de ZC-701 con un esqueleto que ha escindido la furina, pero que conservan ambas porciones de la
molécula escindida a través de uniones disulfuro, y también conservan funcionalidad completa; y Truncada:
moléculas de ZC-701 que ha escindido la furina y han perdido la proteina N terminal de la molécula. En general la
proteina truncada no es funcional.

Para el tratamiento de PNGasa F, se diluyeron 2 ug de la proteina de muestra en tampon PNGasa 1X (fosfato de
sodio 50 mM, pH 7,5, SDS al 0,1 %) y se desnaturalizaron a 95 °C durante cinco minutos. Se afiadio Triton X-100 al
0,75 % seguido de 1 pyl de PNGasa F (New England Biolabs n°. PO704). Las muestras se incubaron a 37 °C durante
una noche. Después, las mezclas se separaron por SDS-PAGE en geles Bis-Tris al 4-12 % (Bio-Rad) a 200 voltios
durante 120 minutos en presencia o ausencia de DTT 100 mM. Los geles se trataron con tincion de Imperial Blue,
como describia el fabricante (Pierce). La cantidad de cada una de las especies de proteina se cuantificd utilizando el
programa informatico UN-SCAN-IT (Silk Scientific).

Los resultados del analisis de PNGasa F / SDS-PAGE sobre las muestras de estabilidad se muestran en la
Figura 16. Las cantidades de las especies proteicas intacta y escindida permanecen relativamente constantes para
todas las muestras. A lo largo del estudio de tres meses la cantidad de ZC-701 inactiva truncada es insignificante.

Analisis de union competitiva al receptor de IGF-II

La afinidad de las muestras de ZC-701 por el receptor de IGF-Il (IGF-IIR) se examind en experimentos de union
competitiva realizados en un formato de placa de 96 pocillos. Se recubrié IGF-IIR en tampén de recubrimiento
(tampdn carbonato 0,05 M, pH 9,6) a una concentracién de 0,5 pg/pocillo, a temperatura ambiente durante una
noche en placas blancas Reacti-bind (Pierce, n.° de cat. 437111). Las placas se lavaron con tampoén de lavado
(solucion salina tamponada con fosfato mas Tween-20 al 0,05 %), después se bloquearon durante 1 hora en tampon
de bloqueo Super (Pierce, n.° de cat. 37516). Después de otro lavado de la placa, se afiadié a los pocillos ligando
IGF-II biotinilado (Cell Sciences) 8 nM. Junto con el ligando IGF-II biotinilado, los pocillos también contenian
diluciones en serie de las muestras de proteina ZC-701 o ligando IGF-Il no biotinilado, para actuar como inhibidores
de unidén para el ligando IGF-II biotinilado. Después de una incubacién de dos horas con balanceo, las placas se
lavaron e IGF-Il biotinilada unida se detecté con una incubacién de estreptavidina-HRP (R&D, n.° de cat. 890803,
dilucién 1:200 en tampodn de bloqueo, 30 minutos), seguida de una incubacion con sustrato quimioluminiscente
Super Elisa Pico (Pierce, n.° de cat. 37070, 5 minutos). La sefal quimioluminiscente se midi6 a 425 nm, y se
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calcularon para cada muestra los valores de la Clso.

La Tabla 12 muestra los valores de las Clso para las muestras de estabilidad en el ensayo de uniéon competitiva de
IGF-Il. Las variaciones diarias del ensayo son evidentes a partir de los valores de la muestra de control de IGF-II no
biotinilada. No se observé para las muestras un aumento general de los valores de la Clso, lo que indica que las
muestras conservaron la actividad de union al receptor IGF-II.

Tabla 12. Determinacién de los valores de las Clso para las muestras de estabilidad mediante un ensayo de union
competitiva al receptor de IGF-II

% de monémero mediante SEC
Tiempo (dias)

Muestra 0 1 7 28 92
GMP1 4C >99 >99 >99 >99 >99
GMP1 TA >99
GMP1 -80C >99 99,0 >99 >99 >99
B18-10 4C >99 >99 91,7 96,0 743
B18-10 TA 98,41
B18-10-80C >99 98,7 >99 >99

Tomados juntos, estos datos demuestran que ZC-701-GMP1 reconstituida en tampén de formulacién en una
concentraciéon de 4,5 mg/ml, es estable en soluciéon a 4 °C y a -80 °C durante por lo menos 92 dias. ZC-701-GMP1
es también estable durante 24 horas a temperatura ambiente. ZC-701-B18-10 en PBS pH 6,2 también fue estable
excepto por un aumento en la multimerizacion del compuesto, que se produjo a 4 °C. En tres meses a 4 °C, la
cantidad de multimero de ZC-701-B18-10 aumenté desde <1 % hasta por encima del 25 %. Por el contrario, la
cantidad de ZC-701-GMP1 multimérica se mantuvo a <1 % durante el estudio completo. Esto demuestra que el
tampon de formulacién actual proporciona estabilidad del compuesto mejorada en comparacion con PBS pH 6,2.

Ejemplo 4. La estabilidad de ZC-701 en solucién salina

La estabilidad de ZC-701 en solucién salina se midié en condiciones que imitaban la preparacion del compuesto
para la infusidn del paciente. Se afiadieron 6,8 ml de agua a un vial de ZC-701-GMP1 liofilizada (Vial 3, n.° de Lot. 1-
FIN-0692, formulada en citrato 50 mM, pH 6,0, manitol al 4 %, trehalosa al 1 %, y pluronic F-68 al 0,1 %). La
concentracion de proteina del material de ZC-701 reconstituido se determiné que era de 4,7 mg/ml mediante
medicion Azso (coeficiente de extincion = 1,59 cm™ (mg/ml)'). El material se diluyé a 2 mg/ml o a 4 mg/ml a
temperatura ambiente en solucién salina al 0,9 % (NaCl 9 g/l en agua), después se incubé a temperatura ambiente
(~21 °C) durante hasta 24 horas. Al final de los puntos de tiempo 0, 1, 2, 4, 8, 21 y 24 horas, las alicuotas se
retiraron y se almacenaron en hielo. El analisis incluyé la determinacién de la concentracion de proteina mediante
espectrometria Azso, ensayo enzimatico de PNP de AGA, cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) y SDS-
PAGE.

Determinacién de la concentracion de proteina

Se centrifugaron alicuotas de cada punto de tiempo a 4 °C a 15.000 g, durante un minuto y se examind la presencia
de precipitado de forma visual. No se observo precipitacion de la muestra en ningiin momento durante el estudio. La
concentracion de proteina de muestra se determiné por medicion de Azso utilizando un coeficiente de extincion de
1,59 cm™' (mg/ml)* (Figura 17). La concentracién de proteina fue estable a lo largo del transcurso de 24 horas.

Actividad enzimatica de AGA

Los ensayos enzimaticos de PNP de AGA se realizaron sobre todas las muestras de los puntos de tiempo (Figura
18). Para los fines de este ensayo, una (1) unidad enzimatica se define como la enzima necesaria para hidrolizar
1 nmol de para-nitrofenol alfa-glucésido (Sigma n.° N1377) en una hora a 37 °C, en una reacciéon que contiene
sustrato 10 mM y acetato de sodio 100 mM pH 4,2. Las reacciones de 50 pl se detuvieron con 300 pl de carbonato
de sodio 100 mM. El sustrato hidrolizado se detectd a 405 nm y se compard con una curva estandar de p-nitrofenol
(Sigma n.° N7660). Como se muestra en la Figura 18, la actividad enzimatica de ZC-701 diluida en solucién salina
fue estable a lo largo del transcurso de 24 horas.

Analisis por cromatografia de exclusiéon por tamafio

25



10

15

20

25

30

35

ES 2758 827 T3

También se analizaron las muestras de los puntos de tiempo 0, 2, 4 y 21 horas por cromatografia de exclusion por
tamafio (SEC) (Tabla 13). Brevemente, el porcentaje de ZC-701 presente en una forma monomérica se determind
cargando 33 pg de ZC-701 en solucién salina tamponada con fosfato pH 7,2 a temperatura ambiente, a 0,2 ml/min
en una columna TSKgel G2000 SWx. de 30 cm x 7,8 mm y una columna TSKgel G3000 SWx. de 30 cm x 7,8 mm
conectadas en serie. El nivel de multimerizacion se definié como el % de fraccidon mas grande que el monémero de
ZC-701. Como se muestra de la Tabla 11, los niveles de mondémero de las muestras fueron estables a lo largo del
transcurso de 21 horas.

Tabla 13. Analisis por SEC de ZC-701 diluida en solucién salina
ZC-701 2 mg/ml ZC-701 4 mg/ml

Tiempo (Horas) % de multimero | % de mondémero | % de multimero | % de monémero
<1,0 >99 <1,0 >99
2 <1,0 > 99 <10 >99
<1,0 > 99 <1,0 > 99
21 <1,0 > 99 <1,0 >99

Andlisis por SDS-PAGE

Se analizaron las muestras de los puntos de tiempo 0, 8, 21 y 24 horas mediante SDS-PAGE reductor y no reductor
(Figura 19). Las muestras diluidas en solucién salina para hasta 24 horas fueron indistinguibles de las muestras de
control.

Los experimentos anteriores muestran que ZC-701 formulada a aproximadamente 5 mg/ml en citrato 50 mM, pH 6,0,
manitol al 4 %, trehalosa al 1 %, y Pluronic® F-68 al 0,1 % produce un compuesto que es estable durante hasta 24
horas cuando se diluye en solucién salina a concentraciones de 2 mg/ml o de 4 mg/ml. Esta dilucién en solucion
salina mimetiza las condiciones adecuadas para la preparacion de ZC-701 para la infusién del paciente.

Ejemplo 5. Datos analiticos para la formulacion de ZC-701

Después del almacenamiento durante 12 meses a 2-8 °C, se analiz6 ZC-701 (n.° lot. 1-FIN-0692) liofilizada del
tampon de formulacion (citrato 50 mM, manitol al 4 %, trehalosa al 1 % y Pluronic® F-68 al 0,1 %, pH 6,0). Como se
muestra a continuacién en la Tabla 14, los productos se analizaron a base de su aspecto, disolucion, pH, contenido
de humedad, pureza, potencia, y fuerza. Los atributos del producto para el almacenamiento a 2-8 °C estaban dentro
de un intervalo aceptable y fueron similares a los atributos del producto en el momento de su produccion.

Tabla 14. Sumario de los datos analiticos de ZC-701 ejemplares

Prueba Criterio de aceptacion Tiempo cero; produccién 12 meses; 2-8 °C
Aspecto, Polvo blanco a blanquecino Polvo blanco Polvo blanco
liofilizado
Aspecto después de | Solucidn clara, incolora, sin | Solucién clara, incolora, sin | Solucién clara, incolora, sin
la disolucion particulas visibles particulas visibles particulas visibles
Tiempo de disolucién | Tiempo informado para la 1min; 32 s 2min; 20 s

disolucion total de la torta
pH Resultado informado 6,1 6,04
Humedad (KF) Resultado informado 0,66 % 0,87 %
Fuerza 280 nm * el 10 % de la cantidad 33,4 mg/vial 32,7 mglvial
objetivo
SDS-PAGE, reducido > 95 % pura 100 % 96,7 %

receptor

SDS-PAGE, no Resultado informado Intacto: 95,8 % Intacto: 96,4 %

reducido

SEC-HPLC > 95 % pura 96,4 % 96,2 %

Actividad de AGA 150.000-300.000 nmoles 217.631,55 nmoles de 243.947 nmoles de
PNP/h/mg PNP/h/mg PNP/h/mg

Ensayo de union a <75nM Clso= 33,4 nM Cl50=23,9 nM

Equivalentes

Lo anterior ha sido una descripciéon de determinadas realizaciones no limitantes de la invencién. Los expertos en la
materia reconoceran, o podran determinar utilizando no mas que la experimentacién de rutina, muchos equivalentes
de las realizaciones especificas de la invenciéon descritas en el presente documento. Los expertos en la materia
apreciaran que se pueden hacer diversos cambios y modificaciones en la presente descripcidon sin apartarse del
espiritu o alcance de la presente invencion, como se define en las siguientes reivindicaciones.
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En los articulos de las reivindicaciones tales como “un”, “una”, y “el/la/los/las”, pueden significar uno o mas que uno
a menos que se indique otra cosa o sea evidente otra cosa a partir del contexto. Las reivindicaciones o las
descripciones que incluyan “0” entre uno o mas miembros de un grupo, se consideran satisfechas si uno, mas de
uno o todos los miembros del grupo estan presentes en, son empleados en, o son de otra forma relevantes para un
producto o procedimiento dado, a menos que se indique lo contrario o0 sea evidente otra cosa a partir del contexto.
La invencién incluye realizaciones en las que exactamente un miembro del grupo esta presente en, se emplea en, o
de otra forma es relevante para un producto o procedimiento dado. La invencién también incluye realizaciones en las
que mas de uno, o todos los miembros del grupo estan presentes en, se emplean en, o de otra forma son relevantes
para un producto o procedimiento dado. Ademas, debe comprenderse que la invencion abarca todas las variaciones,
combinaciones, y permutaciones en las que una o mas limitaciones, elementos, clausulas, términos descriptivos,
etc., de una o mas de las reivindicaciones o de las partes relevantes de la descripcion se introducen en otra
reivindicacion. Por ejemplo, cualquier reivindicacion que es dependiente de otra reivindicacién puede modificarse
para incluir una o mas limitaciones encontradas en cualquier otra reivindicacion que sea dependiente de la misma
reivindicacion de base. Ademas, cuando las reivindicaciones detallan una composicién, debe comprenderse que se
incluyen los métodos de uso de la composicién para cualquiera de los fines divulgados en el presente documento, y
estan incluidos los métodos para preparar la composicion de acuerdo con cualquiera de los métodos de preparacion
divulgados en el presente documento u otros métodos conocidos en la técnica, a menos que se indique otra cosa o
que fuese evidente para un experto en la materia que pueda presentarse una contradiccién o inconsistencia.
Ademas, la invencién abarca composiciones hechas de acuerdo con cualquiera de los métodos para preparar
composiciones descritos en el presente documento.

En donde los elementos se presenten como listados, por ejemplo, en el formato de grupo Markush, debe
comprenderse que también se divulga cada subgrupo de los elementos, y cualquier elemento se puede eliminar del
grupo. Debe también indicarse que la expresion “que comprende” pretende ser abierta y permite la inclusion de
elementos o etapas adicionales. Deberia comprenderse que, en general, en donde la invencién, o aspectos de la
invencion, hagan referencia como que comprenden elementos, caracteristicas, etapas, etc. particulares,
determinadas realizaciones de la invencion o aspectos de la invencion consisten, o consisten esencialmente en,
tales elementos, caracteristicas, etapas, etc. Para fines de simplicidad, esas realizaciones no se han indicado de
forma especifica in haec verba en el presente documento. Por lo tanto, para cada realizaciéon de la invenciéon que
comprenda uno o mas elementos, caracteristicas, etapas, etc., la invencidon también proporciona realizaciones que
consisten o consisten esencialmente en esos elementos, caracteristicas, etapas, etc.

Cuando se proporcionen intervalos, se incluyen criterios de valoraciéon. Ademas, debe comprenderse que a menos
que se indique otra cosa o que sea evidente otra cosa a partir del contexto y/o de la comprension de un experto en
la materia, los valores que se expresan como intervalos pueden asumir cualquier valor especifico dentro de los
intervalos establecidos en las distintas realizaciones de la invencién, hasta el décimo de la unidad del limite inferior
del intervalo, a menos que el contexto claramente dicte otra cosa. También debe comprenderse que a menos que se
indique otra cosa 0 que sea evidente otra cosa a partir del contexto y/o de la comprensiéon de un experto en la
materia, los valores expresados como intervalos pueden asumir cualquier subintervalo dentro del intervalo dado, en
el que los criterios de valoracion del subintervalo se expresan en el mismo grado de precisién que el décimo de la
unidad del limite inferior del intervalo.

Ademas, debe comprenderse que cualquier realizacion particular de la presente invencion puede excluirse
explicitamente de una cualquiera o mas de las reivindicaciones. Cualquier realizacion, elemento, caracteristica,
aplicacion, o aspecto de las composiciones y/o métodos de la invencion, se pueden excluir de una cualquiera o0 mas
de las reivindicaciones. Para fines de brevedad, todas las realizaciones en las que uno o mas elementos,
caracteristicas, fines, o0 aspectos se excluyan, no esta indicado de forma explicita en el presente documento.

La invencion también proporciona los siguientes aspectos y realizaciones:

1. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de la enfermedad de Pompe que comprende una alfa
glucosidasa acida y un poloxamero.

2. La composicion farmacéutica de 1, en la que el poloxdmero es Pluronic® F-68.

3. La composicion farmacéutica de 1 o 2, en la que el poloxamero esta en una concentracion que varia entre el
0,001 % y el 0,2 %.

4. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, en la que el poloxamero esta en
una concentracion del 0,1 %.

5. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, en la que el poloxamero esta en
una concentracion del 0,05 %.

6. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, que comprende adicionalmente un
agente tamponador.

7. La composicion farmacéutica de 5, en la que el agente tamponador se selecciona del grupo que consiste en
histidina, acetato de sodio, citrato, fosfato, succinato, Tris y combinaciones de los mismos.

8. La composicion farmacéutica de 5 o 6, en la que el agente tamponador esta a una concentraciéon que varia
entre aproximadamente 25 mM y 50 mM.
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9. La composicién farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, que comprende adicionalmente un
agente estabilizador.

10. La composicion farmacéutica de 8, en la que el agente estabilizador se selecciona del grupo que consiste en
sacarosa, arginina, sorbitol, manitol, glicina, trehalosa y combinaciones de los mismos.

11. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, que comprende adicionalmente
un modificador de la tonicidad.

12. La composicion farmacéutica de 10, en la que el modificador de la tonicidad se selecciona del grupo que
consiste en glicina, sorbitol, sacarosa, manitol, cloruro de sodio, dextrosa, arginina y combinaciones de los
mismos.

13. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los anteriores, que comprende adicionalmente un agente
formador de volumen.

14. La composicion farmacéutica de 12, en la que el agente formador de volumen se selecciona del grupo que
consiste en sacarosa, manitol, glicina, cloruro de sodio, dextrano, trehalosa y combinaciones de los mismos.

15. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, en la que la composicion tiene un
pH que varia de aproximadamente 4,0 a 7,0.

16. La composicion farmacéutica de 14, en la que el pH es de aproximadamente 6,0.

17. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, en la que la composicion
farmacéutica esta en una forma adecuada para administracion parenteral.

18. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de 1-16, en la que la composicion farmacéutica es una
mezcla liofilizada.

19. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, en la que la alfa glucosidasa
acida es una alfa glucosidasa acida (AGA) de ser humano recombinante.

20. La composicion farmacéutica de 19, en la que la AGA de ser humano recombinante se produce a partir de
células CHO.

21. La composicion farmacéutica de 19, en la que la AGA de ser humano recombinante tiene niveles de
glucosilacién modificados en comparacion con la AGA de ser humano de origen natural.

22. La composicién farmacéutica de 21, en la que la AGA de ser humano recombinante contiene un aumento de
manosa-6-fosfatos en comparacion con la AGA de ser humano de origen natural.

23. La composicion farmacéutica de uno cualquiera de los puntos precedentes, en la que la alfa glucosidasa
acida es una proteina de fusion que comprende AGA humana o una variante funcional de la misma.

24. La composicion farmacéutica de 23, en la que la proteina de fusion comprende adicionalmente un péptido de
direccion lisosémica.

25. La composicion farmacéutica de 24, en la que el péptido de direccion lisosdmica tiene una secuencia de
aminoacidos al menos el 70 % idéntica a IGF-Il de ser humano maduro (SEQ ID NO: 1).

26. La composicion farmacéutica de 25, en la que el péptido de direccion lisosémica es una muteina de IGF-Il y
comprende una mutacion dentro de una regién que corresponde a los aminoacidos 34-40 de la SEQ ID NO: 1, de
modo que la mutacién suprime al menos un sitio de escision de la proteasa furina.

27. La composicion farmacéutica de 25, en la que el péptido de direccion lisosémica es una muteina de IGF-II
que tiene una afinidad de union disminuida por el receptor de IGF-I, con respecto a la afinidad del IGF-II de ser
humano de origen natural por el receptor de IGF-I.

28. La composicion farmacéutica de 25, en la que el péptido de direccion lisosémica es una muteina de IGF-II
que tiene una afinidad de unién disminuida por el receptor de insulina, con respecto a la afinidad del IGF-II de ser
humano de origen natural por el receptor de insulina.

29. La composiciéon farmacéutica de 25, en la que la proteina de fusién comprende una secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

30. Una composicion farmacéutica que comprende una alfa glucosidasa acida en una formulacién que contiene,
aproximadamente, citrato de sodio 50 mM, manitol al 4 %, trehalosa al 1 % y Pluronic® F-68 al 0,1 %, a un pH de
aproximadamente 6,0.

31. Una composicion farmacéutica que comprende una mezcla liofilizada de alfa glucosidasa acida, citrato de
sodio, manitol, trehalosa y Pluronic® F-68.

32. La composicion farmacéutica de 27 o 28, en la que la alfa glucosidasa acida es una alfa glucosidasa acida
(AGA) de ser humano recombinante.

33. La composicién farmacéutica de 32, en la que la AGA de ser humano recombinante se produce a partir de
células CHO.

34. La composicion farmacéutica de 32, en la que la AGA de ser humano recombinante tiene niveles de
glucosilacion modificados, en comparacion con la AGA de ser humano de origen natural.

35. La composicion farmacéutica de 32, en la que la AGA de ser humano recombinante contiene un aumento de
6-manosa fosfatos en comparacion con la AGA de ser humano de origen natural.

36. La composicion farmacéutica de 30 o 31, en la que la alfa glucosidasa acida es una proteina de fusion que
comprende AGA humana o una variante funcional de la misma

37. La composicion farmacéutica de 36, en la que la proteina de fusion comprende adicionalmente un péptido de
direccion lisosémica.

38. La composicién farmacéutica de 37, en la que el péptido de direccionamiento lisosémico tiene una secuencia
de aminoacidos al menos el 70 % idéntica al IGF-Il de ser humano maduro (SEQ ID NO: 1).

39. La composicion farmacéutica de 38, en la que el péptido de direcciéon lisosémica es una muteina de IGF-Il y
comprende una mutacion dentro de una regiéon que corresponde a los aminoacidos 34-40 de la SEQ ID NO: 1, de
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modo que la mutacién suprime al menos un sitio de escision de la proteasa furina.

40. La composicion farmacéutica de 38, en la que el péptido de direccién lisosdémica es una muteina de IGF-II
que tiene una afinidad de unién disminuida por el receptor de IGF-I, con respecto a la afinidad del IGF-II de ser

humano de origen natural por el receptor de IGF-I.

41. La composicion farmacéutica de 38, en la que el péptido de direccién lisosdmica es una muteina de IGF-II
que tiene una afinidad de unioén disminuida por el receptor de insulina, con respecto a la afinidad del IGF-II de ser

humano de origen natural por el receptor de insulina.

42. La composicién farmacéutica de 38, en la que la proteina de fusidbn comprende una secuencia de

aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

También se describe en el presente documento un método para el tratamiento de la enfermedad de Pompe, que
comprende administrar a un sujeto que necesita tratamiento una composicion farmacéutica de uno cualquiera de los

puntos precedentes.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ZyStor Therapeutics, Inc. LeBowitz, Jonathan

<120> FORMULACIONES PARA ENZIMAS LISOSOMICAS

<130> 30610/40018A

<150> PCT/US2010/39083

<151> 17-06-2010

<150> 61/187,747

<151> 17-06-2009

<160> 6

<170> Patentln versiéon 3.5

<210> 1
<211> 67
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Ala
1

Leu

Ser

Lys
65

<210> 2
<211> 947
<212> PRT

Tyr

Gln

Arg

Ser

50

Ser

Arg Pro Ser Glu Thr Leu Cys Gly Gly Glu Leu Val Asp Thr
5 10 15

Phe Val Cys Gly Agp Arg Gly Phe Tyr Phe Ser Arg Pro Ala
20 25 30

Val Ser Arg Arg Ser Arg Gly Ile Val Glu Glu Cys Cys Phe
35 40 45

Cys Asp Leu Ala Leu Leu Glu Thr Tyr Cys Ala Thr Pro Ala
55 &0

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> secuencia de ZC-701

<400> 2

Ala Leu Cys Gly Gly Glu Leu Val Asp Thr Leu Gln Phe Val Cys Gly
1 5 10 15

Agp Arg Gly Phe Tyr Phe Ser Arg Pro Ala Ser Arg Val Ser Arg Arg
20 25 30
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Ser

Leu

Ala

65

Pro

Gln

Gln

Pro

Ala

145

Thr

Thr

Pro

Ser

Val

225

Leu

Glu

Leu

Arg

Leu

50

His

Asn

Cys

Gly

Ser

130

Thr

Leu

Ile

Arg

Glu

210

Leu

Gln

His

Trp

Gly

35

Glu

Pro

Ser

Glu

Ala

115

Tyr

Leu

Arg

Lys

val

185

Glu

Leu

Leu

Leu

Asn
275

Ile

Thr

Gly

Arg

Ala

100

Gln

Lys

Thr

Leu

Asp

180

His

Pro

Agn

Ser

Ser

260

Arg

Val

Tyr

Arg

Phe

85

Arg

Met

Leu

Arg

Asp

165

Pro

Ser

Phe

Thr

Thr

245

Pro

Asp
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Glu

Cys

Pro

70

Asp

Gly

Gly

Glu

Thr

150

val

Ala

Arg

Gly

Thr

230

Ser

Leu

Leu

Glu

Ala

55

Arg

Cys

Cys

Gln

Asn

135

Thr

Met

Asn

Ala

Val

215

val

Leu

Ala

Cys

40

Thr

Ala

Ala

Cys

Pro

120

Leu

Pro

Met

Arg

Pro

200

Ile

Ala

Pro

Leu

Pro
280

Cys

Pro

val

Pro

Tyr

105

Trp

Ser

Thr

Glu

Arg

185

Ser

val

Pro

Ser

Ser

265

Thr

31

Phe

Ala

Pro

Asp

90

Ile

Cys

Ser

Phe

Thr

170

Tyr

Pro

His

Leu

Gln

250

Thr

Pro

Arg

Lys

Thr

75

Lys

Pro

Phe

Ser

Phe

155

Glu

Glu

Leu

Arg

Phe

235

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ser

Gln

Ala

Ala

Phe

Glu

140

Pro

Asn

val

Tyr

Gln

220

Phe

Ile

Trp

Ala

Cys

45

Glu

Cys

Ile

Lys

Pro

125

Met

Lys

Arg

Pro

Ser

205

Leu

Ala

Thr

Thr

Asn
285

Asp

Gly

Asp

Thr

Gln

110

Pro

Gly

Asp

Leu

Leu

190

val

Asp

Asp

Gly

Arg

270

Leu

Leu

Ala

Val

Gln

95

Gly

Ser

Tyr

Ile

His

175

Glu

Glu

Gly

Gln

Leu

255

Ile

Tyr

Ala

Pro

Pro

80

Glu

Leun

Tyr

Thr

Leu

160

Phe

Thr

Phe

Arg

Phe

240

Ala

Thr

Gly



Ser

val

305

Pro

Phe

val

Cys

Asn

385

Asp

Tyr

Ser

Asn

465

Ala

Asp

Pro

His

2390

Phe

Ala

Leu

Gly

Arg

370

Met

Tyr

Asp

Met

Tyr

450

Glu

Phe

val

Met

Asn

Pro

Leu

Leu

Gly

Tyr

355

Trp

Thr

Met

Phe

Met

435

Arg

Thr

Pro

Ala

Asn

515

Asn

Phe

Leu

Ser

Pro

340

Pro

Gly

Arg

Asp

Pro

420

Ile

Pro

Gly

Asp

Glu

500

Glu

Glu

Tyr

Asn

Trp

325

Glu

Phe

Tyr

Ala

Ser

405

Ala

val

Tyr

Gln

Phe

485

Phe

Pro

Leu
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Leu

Ser

310

Arg

Pro

Met

Ser

His

390

Arg

Met

Asp

Asp

Pro

470

Thr

His

Ser

Glu

Ala

295

Asn

Ser

Lys

Pro

Ser

375

Phe

Arg

Val

Pro

Glu

455

Leu

Asn

Asp

Asn

Asn

Leu

Ala

Thr

Ser

Pro

360

Thr

Pro

Asp

Gln

Ala

440

Gly

Ile

Pro

Gln

Phe

520

Pro

Glu

Met

Gly

val

345

Tyr

Ala

Leu

Phe

Glu

425

Ile

Leu

Gly

Thr

val

505

Ile

Pro

32

Asp

Asp

Gly

330

val

Trp

Ile

Asp

Thr

410

Leu

Ser

Arg

Lys

Ala

430

Pro

Tyr

Gly

val

315

Ile

Gln

Gly

Thr

val

395

Phe

His

Ser

Arg

Val

475

Leu

Phe

Gly

Vval

Gly

300

Val

Leu

Gln

Leu

Arg

380

Gln

Asn

Gln

Ser

Gly

460

Trp

Ala

Asp

Ser

Pro

Ser

Leu

Asp

Tyr

Gly

365

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

445

Val

Pro

Trp

Gly

Glu

525

Gly

Ala

Gln

Val

Leu

350

Phe

Val

Asn

Asp

Gly

430

Pro

Phe

Gly

Trp

Met

510

Asp

Val

His

Pro

Tyr

335

Asp

His

Val

Asp

Gly

415

Arg

Ala

Ile

Ser

Glu

495

Trp

Gly

Val

Gly

Ser

320

Ile

VvVal

Leu

Glu

Leu

400

Phe

Arg

Gly

Thr

Thr

430

Asp

Ile

Cys

Gly



Gly

545

Ser

Ala

Ile

Thr

Glu

625

Val

Thr

Len

Ala

Tyr

705

Pro

His

Ala

Asp

530

Thr

Thr

Ser

Ser

Gly

610

Ile

Cys

Gln

Ser

Met

690

Thr

Leu

Gln

Gly

Leun
770

Leu

His

His

Arg

595

Asp

Leu

Gly

Leu

Leu

675

Arg

Leu

Phe

Leu

Lys

155

Gln

Gln

Tyr

Arg

580

Ser

Val

Gln

Phe

Gly

660

Pro

Lys

Phe

Leu

Leu

7490

Ala

Thr

Ala

Asn

565

Ala

Thr

Trp

Phe

Leu

645

Ala

Gln

Ala

His

Glu

125

Trp

Glu

val
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Ala

550

Leu

Leu

Phe

Ser

Asn

630

Gly

Phe

Glu

Leu

Gln

710

Phe

Gly

Val

Pro

535

Thr

His

Val

Ala

Ser

615

Leu

Asn

Tyr

Pro

Thr

695

Ala

Pro

Glu

Thr

Ile
775

Ile

Asn

Lys

Gly

600

Trp

Leu

Thr

Pro

Tyr

680

Leu

His

Lys

Ala

Gly

760

Glu

Cys

Leu

Ala

585

His

Glu

Gly

Ser

Phe

665

Ser

Arg

Val

Asp

Leu

745

Tyr

Ala

33

Ala

Tyr

570

Arg

Gly

Gln

Val

Glu

650

Met

Phe

Tyr

Ala

Ser

730

Leu

Phe

Leu

Ser

5355

Gly

Gly

Arg

Leu

Pro

635

Glu

Arg

Ser

Ala

Gly

715

Ser

Ile

Pro

Gly

540

Ser

Leu

Thr

Tyr

Ala

620

Leu

Leu

Asn

Glu

Leu

700

Glu

Thr

Thr

Leu

Ser
780

His

Thr

Arg

Ala

605

Ser

vVal

Cys

His

Pro

685

Leu

Thr

Trp

Pro

Gly

765

Leu

Gln

Glu

Pro

590

Gly

Ser

Gly

Val

Asn

670

Ala

Pro

Val

Thr

val

750

Thr

Pro

Phe

Ala

575

Phe

His

Val

Ala

Arg

655

Ser

Gln

His

Ala

Val

735

Leu

Trp

Pro

Leu

560

Ile

val

Trp

Pro

Asp

640

Trp

Leu

Gln

Leu

Arg

720

Asp

Gln

Tyr

Pro
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15

20

Pro Ala Ala Pro Arg

785

Thr Leu Pro Ala Pro
805

Tyr Ile Ile Pro Leu

820

Gln Gln Pro Met Ala

835

Arg Gly Glu Leu Phe

850

Arg Gly Ala Tyr Thr

BE5

Val Asn Glu Leu Val
885

Gln Lys Val Thr Val

900

Ser Asn Gly Val Pro

915

Val Leu Asp Ile Cys

930

Ser Trp Cys
945

<210>3

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia del espaciador

<400> 3

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2758 827 T3

Glu

7390

Leu

Gln

Leu

Trp

Gln

870

Arg

Leu

Val

Val

Pro

Asp

Gly

Ala

Asp

855

Val

Val

Gly

Ser

Ser
935

Ala

Thr

Pro

Val

840

Asp

Ile

Thr

Val

Asn

920

Leu

Ile

Ile

Gly

825

Ala

Gly

Fhe

Ser

Ala

905

Fhe

Leu

His

Asn

810

Leu

Leu

Glu

Leu

Glu

890

Thr

Thr

Met

Gly Ala Pro

1

34

Ser

795

val

Thr

Thr

Ser

Ala

875

Gly

Ala

Tyr

Gly

Glu

His

Thr

Lys

Leu

860

Arg

Ala

Pro

Ser

Glu
940

Gly

Leu

Thr

Gly

845

Glu

Asn

Gly

Gln

Pro

925

Gln

Gln

Arg

Glu

830

Gly

val

Asn

Leu

Gln

910

Asp

Phe

Trp

Ala

815

Ser

Glu

Leu

Thr

Gln

895

val

Thr

Leu

val

800

Gly

Arg

Ala

Glu

Ile

880

Leu

Leu

Lys

val
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<223> Secuencia del espaciador

<400> 4
Gly Gly Gly Gly Gly Pro
1 5
<210>5
<211>4
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escisioén de furina

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 5
Arg Xaa Xaa
1

<210>6

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> X =Lys 0 Arg

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> X =Lys 0 Arg

<400> 6

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Arg

1

35

Arg

5
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REIVINDICACIONES

1. Un kit que comprende (a) una formulacién farmacéutica para el tratamiento de la enfermedad de Pompe, que
comprende una alfa glucosidasa acida y un poloxamero, y (b) instrucciones para la reconstituciéon y/o el uso de la
formulacion farmacéutica.

2. El kit de la reivindicacion 1, en el que la formulacién farmacéutica comprende adicionalmente un agente
tamponador, opcionalmente seleccionado de histidina, fosfato, tris(hidroximetillaminometano, citrato, acetato,
acetato de sodio, succinato, otros acidos organicos y combinaciones de los mismos.

3. El kit de la reivindicacion 1 o 2, en el que la formulacién farmacéutica comprende adicionalmente un agente
formador de volumen, opcionalmente seleccionado de cloruro de sodio, lactosa, manitol, glicina, sacarosa, dextrano,
trehalosa, almidén hidroxietilico y combinaciones de los mismos.

4. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la formulacion farmacéutica comprende adicionalmente
un agente estabilizante, opcionalmente seleccionado de sacarosa, rafinosa, sorbitol, manitol, trehalosa, glicina,
arginina, metionina y combinaciones de los mismos.

5. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la formulacién farmacéutica comprende adicionalmente
un agente de tonicidad, opcionalmente seleccionado de glicina, sorbitol, manitol, cloruro de sodio, sacarosa,
dextrosa, arginina y una combinacion de los mismos.

6. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la alfa glucosidasa acida es una alfa glucosidasa acida
(AGA) de ser humano recombinante.

7. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la alfa glucosidasa acida es una proteina de fusién que
comprende AGA humana o una variante funcional de la misma.

8. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la proteina de fusién comprende adicionalmente un
péptido de direccién lisosémica, opcionalmente un péptido de direccion lisosdmica que tiene una secuencia de
aminoacidos al menos el 70 % idéntica al IGF-Il de ser humano maduro (SEQ ID NO: 1), opcionalmente en el que el
péptido de direccion lisosémica es una muteina de IGF-Il que:

(a) comprende una mutacion dentro de una regién que corresponde a los aminoacidos 34-40 de la SEQ ID
NO: 1, de modo que la mutacién suprime al menos un sitio de escision de la proteasa furina; y/o

(b) tiene una afinidad de unién disminuida por el receptor de IGF-I con respecto a la afinidad del IGF-Il de ser
humano de origen natural por el receptor de IGF-I; y/o

(c) tiene una afinidad de unién disminuida por el receptor de insulina con respecto a la afinidad del IGF-Il de ser
humano de origen natural por el receptor de insulina.

9. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en el que la proteina de fusién comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 2.

10. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el poloxamero es Pluronic® F-68.

11. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que la formulacién farmacéutica comprende una mezcla
liofilizada de la alfa glucosidasa acida.

12. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que la mezcla liofilizada comprende adicionalmente citrato
de sodio, manitol, trehalosa y Pluronic® F-68.

13. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que comprende adicionalmente un diluyente, opcionalmente
seleccionado de agua estéril, agua bacteriostatica para inyeccion (ABPI), una solucién de pH tamponado, solucion
salina estéril, solucion de Ringer y solucién de dextrosa.

14. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, que comprende instrucciones para una formulacion
reconstituida que tiene una concentracion de proteina de al menos aproximadamente 1 mg/ml.

15. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, que comprende instrucciones para administrar la formulacién

farmacéutica por una via seleccionada de intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraarticular, intrasinovial e
intratecal.

36
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