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DESCRIPCION
Alfa-glucosidasa acida altamente potente con hidratos de carbono potenciados

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencion

La presente invencion implica los campos de la medicina, la genética y la bioquimica de glicoproteinas recombinantes
y, especificamente, se refiere a composiciones de alfa-glucosidasa humana recombinante (rhGAA) que tienen un
contenido total mayor de glicanos que portan manosa-6-fosfato que seleccionan como diana de manera eficiente
CIMPR en células musculares y posteriormente suministran rhGAA a los lisosomas, donde puede romper los niveles
anomalamente altos de glicégeno acumulado. La rhGAA de la invencién presenta un direccionamiento superior a
células musculares y un suministro posterior a lisosomas en comparacién con los productos de rhGAA convencionales
y presenta otras propiedades farmacocinéticas que la hacen particularmente efectiva para la terapia de reemplazo
enzimatico de sujetos que tienen la enfermedad de Pompe.

Descripcion de la técnica relacionada

Las terapias de reemplazo enzimatico existentes para la enfermedad de Pompe usan productos de rhGAA
convencionales que tienen un contenido total bajo de glicanos que portan M6P y bis-M6P. Los productos
convencionales se conocen bajo los nombres Lumizyme®, Myozyme® y alglucosidasa alfa. "Lumizyme" y "Myozyme"
son formas convencionales de rhGAA producidas o comercializadas como productos biolégicos por Genzyme y
aprobadas por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos y se describen mediante la
referencia al vademécum (2014) o mediante los productos denominados "Lumizyme®" o "Myozyme®" aprobados para
su uso en los Estados Unidos por la FDA desde el 1 de octubre de 2014. Alglucosidasa alfa se identifica como el
nombre quimico [199-arginina,223-histidina]prepro-a-glucosidasa (humana); formula molecular,
Cars8H7262N127401369835; nUmero CAS 420794-05-0. Estos productos se administran a sujetos con la enfermedad de
Pompe, también conocida como enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo 11 (GSD-II, por sus siglas en inglés)
o enfermedad por deficiencia de maltasa acida. La terapia de reemplazo enzimatico pretende tratar la enfermedad de
Pompe reemplazando la GAA ausente en lisosomas administrando rhGAA, restaurando asi la capacidad de la célula
de romper el glicogeno lisosomal.

La enfermedad de Pompe es una enfermedad de almacenamiento lisosomal heredada que resulta de una deficiencia
en la actividad de la a-glucosidasa acida (GAA, por sus siglas en inglés). Una persona que tiene la enfermedad de
Pompe carece de o tiene niveles reducidos de alfa-glucosidasa écida (GAA), la enzima que rompe el glicégeno, y una
sustancia que usa el cuerpo como fuente de energia. Esta deficiencia enzimatica provoca una acumulacién excesiva
de glucdégeno en los lisosomas, que son organulos intracelulares que contienen enzimas que normalmente
descomponen el glucdégeno y otros desechos o productos de desecho celulares. La acumulacién de glucégeno en
determinados tejidos de un sujeto que padece la enfermedad de Pompe, especialmente en los musculos, deteriora la
capacidad de las células de funcionar normalmente. En la enfermedad de Pompe, el glucégeno no se metaboliza
adecuadamente y se acumula progresivamente en los lisosomas, especialmente en las células del musculo
esquelético y, en la forma de aparicién infantil de la enfermedad, en las células del misculo cardiaco. La acumulacion
de glicégeno dafa las células musculares y nerviosas, asi como aquellas en otros tejidos afectados.

Tradicionalmente, dependiendo de la edad de inicio, la enfermedad de Pompe se reconoce clinicamente como una
forma infantil temprana o como una forma de aparicién tardia. La edad de la aparicién tiende a ser paralela a la
gravedad de la mutacién genética que provoca la enfermedad de Pompe. Las mutaciones genéticas mas graves
provocan una pérdida completa de actividad GAA manifiesta como enfermedad de aparicién prematura durante la
infancia. Las mutaciones genéticas que disminuyen la actividad de GAA, pero no la eliminan por completo estan
asociadas con formas de la enfermedad de Pompe que tienen una aparicién y una progresién retardadas. La
enfermedad de Pompe de aparicion infantil se manifiesta poco después del nacimiento y se caracteriza por debilidad
muscular, insuficiencia respiratoria e insuficiencia cardiaca. Sin tratamiento, por lo general es fatal en el espacio de
dos afios. La enfermedad de Pompe de aparicién juvenil y adulta se manifiesta més tarde en la vida y habitualmente
progresa mas lentamente que la enfermedad de aparicion infantil. Esta forma de la enfermedad, si bien generalmente
no afecta al corazon, también puede provocar la muerte debido al debilitamiento de los mulsculos esqueléticos y de
los implicados en la respiracion.

El tratamiento no paliativo actual de la enfermedad de Pompe implica la terapia de reemplazo enzimatico (ERT) que
usa GAA humana recombinante (rhGAA) tal como Lumizyme® o Myozyme®. La rhGAA se administra en un intento por
reemplazar o suplementar la GAA ausente o defectuosa en un sujeto que tiene la enfermedad de Pompe. Sin embargo,
dado que la mayoria de la rhGAA en los productos de rhGAA convencionales no selecciona como diana el tejido
muscular, se elimina de manera no productiva tras la administracion.

Esto sucede porque las rhGAA convencionales carecen de un contenido total alto de glicanos que portan M6P y bis-
M6P que dirijan una molécula de rhGAA al CIMPR en células musculares diana, donde se transporta posteriormente
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al interior de los lisosomas de la célula. Esta absorcion celular de rhGAA para |a terapia de reemplazo enzimatico es
facilitada por el hidrato de carbono especializado, manosa-6-fosfato (M6P), que se une al receptor de manosa-6-
fosfato independiente de catién (CIMPR) presente en las superficies celulares para el suministro posterior de la enzima
exégena a los lisosomas.

Hay siete sitios potenciales de glicosilacién ligados a N en rhGAA. Dado que cada sitio de glicosilacién es heterogéneo
en el tipo de oligosacaridos ligados a N (N-glicanos) presentes, la rhGAA consiste en una mezcla compleja de proteinas
con N-glicanos que tienen afinidades de unién variables para el receptor de M6P y otros receptores de hidratos de
carbono. La rhGAA que contiene N-glicanos con alto contenido de manosa que tienen un grupo M6P (mono-M6P) se
une al CIMPR con afinidad baja (~6.000 nM), mientras que la rhGAA que contiene dos grupos M6P en el mismo N-
glicano (bis-M6P) se une con afinidad alta (~2 nM). Estructuras representativas para glicanos mono-M6P y bis-M6P,
no fosforilados, se muestran mediante la Fig. 1A. El grupo manosa-6-P se muestra mediante la Fig. 1B. Una vez dentro
del lisosoma, la rhGAA puede degradar enzimaticamente el glucégeno acumulado. Sin embargo, las rhGAA
convencionales tienen niveles totales bajos de glicanos que portan M6P y bis-M6P vy, por tanto, seleccionan como
diana las células musculares pobremente dando como resultado un suministro inferior de rhGAA a los lisosomas. La
mayoria de las moléculas de rhGAA en estos productos convencionales no tienen N-glicanos fosforilados, por lo que
carecen de afinidad por el CIMPR. Los glicanos con alto contenido de manosa no fosforilados pueden aclararse
también mediante el receptor de manosa, lo que da como resultado un aclaramiento no productivo de la ERT (Fig. 2).

El otro tipo de N-glicanos, hidratos de carbono complejos, que contienen galactosa y acidos sialicos también estan
presentes en la rhGAA. Dado que los N-glicanos complejos no estan fosforilados, no tienen afinidad por CIMPR. Sin
embargo, los N-glicanos de tipo complejo con residuos galactosa expuestos tienen una afinidad de moderada a alta
por el receptor de asialoglicoproteina en hepatocitos del higado, lo que conduce a un aclaramiento no productivo
rapido de la rhGAA (Fig. 2).

La glicosilacion de GAA o rhGAA puede modificarse enzimaticamente in vitro mediante la fosfotransferasa y las
enzimas de descubrimiento descritas por Canfield, et al., patente estadounidense n.° 6.534.300, para generar grupos
MB6P. La glicosilaciéon enzimatica no puede controlarse de manera adecuada y produce rhGAA que tiene propiedades
inmunolégicas y farmacolégicas no deseables. La rhGAA modificada enzimaticamente puede contener solo N-glicanos
con alto contenido de manosa que podrian todos potencialmente fosforilarse enziméaticamente in vitro con una enzima
fosfotransferasa/de descubrimiento y puede contener en promedio 5-6 grupos M6P por GAA. Los patrones de
glicosilacion producido mediante el tratamiento enzimatico /in vitro de GAA son problematicos porque los residuos
manosa terminales adicionales, particularmente los residuos manosa terminales no fosforilados, afectan
negativamente a la farmacocinética de la rhGAA modificada. Cuando un producto modificado enzimaticamente de este
tipo se administra in vivo, estos grupos manosa aumentan el aclaramiento no productivo de la GAA, aumentan la
absorcion de la GAA modificada enzimaticamente mediante células inmunitarias y reducen la eficacia terapéutica de
la rhGAA debido a que menos de la GAA alcanza tejidos seleccionados como diana, tales como miocitos de misculos
cardiacos o0 esqueléticos. Por ejemplo, residuos terminales de manosa no fosforilados son ligandos conocidos para
los receptores de manosa en el higado y el bazo, lo que conduce a un aclaramiento rapido de la rhGAA modificada
enzimaticamente y una fijacién de objetivo reducida de la rhGAA al tejido diana. Ademas, el patrén de glicosilacion de
GAA modificada enzimaticamente que tiene N-glicanos con alto contenido de manosa con residuos manos no
fosforilados terminales se asemeja al de glicoproteinas producidas en levaduras, mohos y funcionan aumentado el
riesgo de desencadenar respuestas inmunes o alérgicas, tales como reacciones de hipersensibilidad o alérgicas
(anafilacticas) graves potencialmente mortales, para la rhGAA modificada enzimaticamente.

Como se ha explicado anteriormente, los productos de rhGAA convencionales tales como Lumizyme® tienen niveles
bajos de glicanos monofosforilados y glicanos bisfosforilados incluso menores. Con el fin de que una terapia para la
enfermedad de Pompe sea eficaz, la rhGAA tiene que suministrarse a los lisosomas en células musculares. La cantidad
total baja de grupos de seleccion como diana de mono-M6P y bis-M6P en rhGAA convencional limita la absorcién
celular por medio del CIMPR vy el suministro lisosomal, haciendo por tanto que la terapia de reemplazo enzimatico
convencional sea ineficiente. Por ejemplo, aunque los productos de rhGAA convencionales a 20 mg/kg o dosis
mayores mejoran algunos aspectos de la enfermedad de Pompe, no son capaces de reducir adecuadamente el
glicbgeno acumulado en muchos tejidos diana, particularmente musculos esqueléticos para invertir la progresion de
la enfermedad.

Debido a la ineficiencia de suministrar terapias de reemplazo enzimatico convencionales a los lisosomas, tales terapias
estan asociadas a menudo con otros problemas, incluyendo la generacion de respuestas inmunitarias a GAA. Una
gran porcion de la GAA en una rhGAA convencional no contiene glicanos que portan mono- o bis-M6P, que direccionan
la rhGAA a células musculares. El sistema inmune de un sujeto esta expuesto a esta GAA no fosforilada en exceso y
puede generar respuestas inmunitarias perjudiciales que reconocen GAA. La induccién de respuestas inmunitarias a
la GAA no fosforilada que no entra en los tejidos diana y se suministra a los lisosomas aumenta el riesgo de fallo del
tratamiento debido a la inactivacién inmunolégica de la rhGAA administrada y aumenta el riesgo de que el paciente
experimente reacciones autoinmunes o alérgicas perjudiciales al tratamiento con rhGAA. La rhGAA segun la invencién
como se define en las reivindicaciones contiene significativamente menos de esta rhGAA no fosforilada, no
direccionada, reduciendo asi la exposicién del sistema inmune de un paciente a la misma.
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Logisticamente, dosis mas grandes imponen cargas adicionales al sujeto, asi como a los profesionales médicos que
tratan al sujeto, tal como el alargamiento del tiempo de infusién necesario para administrar rhGAA por via intravenosa.
Esto se debe a que las rhGAA convencionales contienen un contenido mayor de rhGAA no fosforilada que no
selecciona como diana el CIMPR en células musculares. La rhGAA que no se une al CIMPR en células musculares y
entonces entra en el lisosoma no degrada enziméaticamente el glicégeno en el mismo. Cuando se administran dosis
equivalentes de una rhGAA convencional y la rhGAA segun la invencién como se define en las reivindicaciones, mas
rhGAA en la composicién segin la invencién como se define en las reivindicaciones se une a CIMPR en células
musculares y entonces se suministra al lisosoma. La rhGAA de la invencidon como se define en las reivindicaciones
proporciona a un doctor la opcién de administrar una cantidad menor de rhGAA al tiempo que se suministra lo mismo
o mas de rhGAA al lisosoma.

Los procesos de fabricacién actuales usados para elaborar rhGAA convencional, tal como Myozyme®, Lumizyme® o
alglucosidasa alfa, no han aumentado significativamente el contenido de M6P o bis-M6P debido a que el
procesamiento de hidratos de carbono celular es complejo de manera natural y extremadamente dificil de manipular.
En vista de estas deficiencias de los productos de rhGAA convencionales, los inventores han buscado diligentemente
e identificado modos para direccionar eficientemente rhGAA a células musculares y suministrarla al lisosoma,
minimizar el aclaramiento no productivo de rhGAA una vez administrada y por tanto direccionar de manera mas
productiva rhGAA a tejido muscular.

McVie-Wylie A J et al.; Mol Genet Metab; agosto de 2008; 94(4) :448-455; doi: 10.1016/J.ymgme.2008.04.009; desvela
la caracterizacién bioquimica y farmacolégica de diferentes preparados de alfa-glucosidasa recombinante evaluados
para el tratamiento de enfermedad de Pompe.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se define en las reivindicaciones.

Referencias en el presente documento a métodos de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o
terapia se deben interpretar como referencias a compuestos, composiciones y medicamentos para su uso en aquellos
métodos.

En respuesta a los problemas asociados con el direccionamiento y la administracién de formas convencionales de
rhGAAYy a las dificultadas asociadas con la produccién de dichas formas bien direccionadas de rhGAA, los inventores
han investigado y desarrollado procedimientos para elaborar rhGAA que selecciona como diana mas eficientemente
el CIMPR y la suministran a lisosomas en tejidos musculares debido a que tiene un contenido mayor de glicano M6P
y bis-M6P que las composiciones de rhGAA convencionales. Ademas, la rhGAA de la invencién como se define en las
reivindicaciones tiene N-glicanos de tipo complejo bien procesados que minimizan el aclaramiento no productivo de la
rhGAA mediante tejidos no diana.

Teniendo en cuenta los problemas asociados con los tratamientos de reemplazo enzimatico actuales que usan
productos de rhGAA convencionales, tales como Lumizyme®, a través de un estudio y una investigacién diligentes, los
inventores han desarrollado un método de produccién de rhGAA en células CHO que tienen un contenido total
significativamente mayor de glicanos mono-M6P y bis-M6P que seleccionan como diana CIMPR en células musculares
y entonces suministran la rhGAA a los lisosomas.

La rhGAA producida mediante este método también tiene propiedades farmacocinéticas ventajosas en virtud de su
patrén de glicosilacién global que aumenta la absorcién en el tejido diana y disminuye el aclaramiento no productivo
tras la administraciéon a un sujeto que tiene enfermedad de Pompe. Los inventores muestran que la rhGAA de la
invencién como se define en las reivindicaciones, tal como se ejemplifica mediante la rhGAA designada ATB-200, es
mas potente en y mas eficiente a la hora de seleccionar como diana tejidos musculares esqueléticos que la rhGAA
convencional tal como Lumizyme®. La rhGAA segun la invencién como se define en las reivindicaciones tiene una
capacidad superior para seleccionar como diana de manera productiva tejidos musculares en pacientes que tienen la
enfermedad de Pompe y reducir el aclaramiento no productivo de rhGAA tal como se ilustra mediante la Fig. 2.

La rhGAA superior segun la invencidon como se define en las reivindicaciones puede completarse adicionalmente o
combinarse con chaperonas o conjugarse con otros grupos que seleccionan como diana el CIMPR en tejido muscular,
tal como porciones de IGF2 que se unen a este receptor. Los Ejemplos mas adelante muestran que la rhGAA de la
invencién, como se define en las reivindicaciones ejemplificada mediante rhGAA ATB-200, supera el tratamiento de
referencia existente para terapia de reemplazo enzimatico proporcionando un aclaramiento de glicogeno
significativamente mejor en musculo esquelético en comparacion con el régimen existente que usa el producto de
rhGAA convencional Lumizyme®.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El presente archivo de solicitud contiene al menos un dibujo realizado en color.
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La Fig. 1A muestra un glicano con alto contenido de mafnosa no fosforilada, un glicano mono-M6P y un glicano
bis-M6P. La Fig. 1B muestra la estructura quimica del grupo M6P.

La Fig. 2A describe el direccionamiento productivo de rhGAA por medio de glicanos que portan M6P a tejidos
diana (por ejemplo, tejidos musculares de un sujeto con enfermedad de Pompe). La Fig. 2B describe el
aclaramiento de farmaco no productivo con respecto a tejidos no diana (por ejemplo, higado y bazo) o
mediante la unién de glicanos no M6P a tejidos no diana.

La Fig. 3A representa graficamente un receptor CIMPR (también conocido como receptor de IGF2) y dominios
de este receptor. La Fig. 3B es una tabla que muestra la afinidad de unién (nMolar) de glicanos que portan
bis- y mono-M6P para CIMPR, la afinidad de unién de glicanos de tipo con alto contenido de manosa a
receptores de manosa, y la afinidad de unién de glicano complejo desialado para receptores de
asialioglicoproteina. La rhGAA que tiene glicanos que portan M6P y bis-M6P puede unirse de manera
productiva a CIMPR en células diana musculares. La rhGAA que tiene glicanos con alto contenido de manosa
y glicanos desialilados puede unirse de manera no productiva a células no diana que portan los receptores
correspondientes.

Las Fig. 4A y 4B, respectivamente, muestran los resultados de cromatografia de afinidad de CIMPR de
Lumizyme® y Myozyme®. Las lineas discontinuas se refieren al gradiente de elucién de M6P. La elucién con
MG6P desplaza las moléculas de GAA unidas por medio de un glicano que contiene M6P a CIMPR. Como se
muestra en la Fig. 4A, el 78 % de la actividad GAA en Lumizyme® se eluy6 antes de la adicién de M6P. La
Fig. 4B muestra que el 73 % de la actividad GAA en Myozyme® se eluyé antes de la adicién de M6P. Solo el
22 % o el 27 % de la rhGAA en Lumizyme® o Myozyme, respectivamente, se eluydé con M6P. Estas figuras
muestran que la mayoria de la rhGAA en estos dos productos de rhGAA convencionales carecen de los
glicanos que tienen M6P necesarios para dirigir CIMPR a los tejidos musculares diana.

Un constructo de ADN para transformar células CHO con ADN que codifica rhGAA. Células CHO se
transformaron con un constructo de ADN que codifica rhGAA (SEQ ID NO: 4).

Las Fig. 6A y 6B muestran los resultados de cromatografia de afinidad de CIMPR de Myozyme y rhGAA ATB-
200. Como resulta evidente a partir de la Fig. 6B, aproximadamente el 70 % de la rhGAA en rhGAA ATB-200
contenia M6P.

Purificacién de rhGAA ATB-200, realizacién 1y 2.
Perfiles de elucidén en Polywax de Lumizyme® y rhGAA ATB-200.

Sumario de estructuras de N-glicano de Lumizyme® en comparacion con tres preparaciones diferentes de
ATB200 rhGAA, identificadas como BP-rhGAA, ATB200-1 y ATB200-2.

La Fig. 10A compara la afinidad de unién a CIMPR de rhGAA ATB-200 (trazado izquierdo) con la de
Lumizyme® (trazado derecho). La Fig. 10B describe el contenido de Bis-M6P de Lumizyme® y rhGAA ATB-
200.

La Fig. 11A compara la actividad rhGAA de ATB-200 (trazado izquierdo) con la actividad rhGAA de Lumizyme®
(trazado derecho) dentro de fibroblastos normales a diversas concentraciones de GAA. La Fig. 11B compara
la actividad rhGAA de ATB-200 (trazado izquierdo) con la actividad rhGAA de Lumizyme® (trazado derecho)
dentro de fibroblastos de un sujeto que tiene la enfermedad de Pompe a diversas concentraciones de GAA.
La Fig. 11C compara (Kabsorcion) de fibroblastos de sujetos normales y sujetos con enfermedad de Pompe.

La Fig. 12A muestra la cantidad de glicogeno en relacién con proteina en musculo cardiaco tras el contacto
con vehiculo (control negativo), con 20 mg/ml de alglucosidasa alfa, o con 5, 10 o0 20 mg/kg de rhGAA ATB-
200. La Fig. 12B muestra la cantidad de glicégeno en relacién con proteina en muasculo cuadriceps tras el
contacto con vehiculo (control negativo), con 20 mg/ml de Lumizyme®, o con 5, 10 0 20 mg/kg de rhGAA ATB-
200. La Fig. 12C muestra la cantidad de glicoégeno en relacién con proteina en musculo triceps tras el contacto
con vehiculo (control negativo), con 20 mg/ml de Lumizyme®, o con 5, 10 0 20 mg/kg de rhGAA ATB-200. La
rhGAA ATB-200 produjo reducciones de glicogeno significativas en musculo cuadriceps y triceps en
comparacion con el control negativo y en comparacion con Lumizyme®.

La estabilidad de rhGAA ATB-200 se mejora en presencia de chaperona AT2221. El primer trazado, izquierdo,
en la Fig. 13A muestra el porcentaje de proteina rhGAA ATB-200 desplegada a diversas temperaturas a pH
7.4 (pH de la sangre). El ultimo trazado, derecho, muestra el porcentaje de proteina rhGAA ATB-200
desplegada a diversas temperaturas a pH 5,2 (pH del lisosomay). Los tres trazos intermedios muestran los
efectos de 10 ug, 30 pg o 100 pg de chaperona AT2221 sobre el plegado de la proteina. Estos datos muestran
que AT2221 impide el despliegue de rhGAA ATB-200 al pH de la sangre en comparacion con la muestra de
control. La mejora de Tm a pH neutro mediante AT2221 se resume en la Figura 13B.
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Fig. 14 Esta tabla muestra que la combinacién de rhGAA ATB-200 y chaperona AT2221 proporcion6 un aclaramiento
de glicbgeno significativamente mejor en ratones deficientes en GAA que los tratamientos con Lumizyme®y
AT2221 o controles de o bien Lumizyme® o bien rhGAA ATB200 sin la chaperona AT2221.

Fig. 15 Glicogeno residual en musculo cuadriceps tras el tratamiento con Lumizyme, rhGAA ATB-200, o rhGAA ATB-
200 y diversas concentraciones de la chaperona AT2221.

Fig. 16 Mejora de la patologia de muisculo esquelético en ratones tratados con ATB200 + miglustat (AT2221) con
respecto a aquellos tratados con ERT sola. Tincién de glicégeno PAS (Fig. 16A) y EM (Fig. 16 B) de tejido
muscular de ratones con supresién de GAA tratados con rhGAA convencional o rhGAA ATB-200 y miglustat
(AT-2221). Fig. 16C: Evaluacion de la proliferacion lisosomal mediante el marcador LAMP-1. Fig. 16D
Identificacién de fibras musculares de tipo |y tipo II.

Fig. 17. Mejora de la patologia de musculo esquelético en ratones tratados con ATB-200 + miglustat (AT2221) con
respecto a aquellos tratados con ERT sola. Tincién de glicégeno PAS (Fig. 17A) de tejido muscular de ratones
con supresion de GAA tratados con rhGAA convencional o rhGAA ATB-200 y miglustat (AT-2221). Fig. 17B;
Evaluacion de la proliferacion lisosomal mediante el marcador LAMP-1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones: Las expresiones y los términos utilizados en esta memoria descriptiva tienen generalmente sus
significados habituales en la técnica, dentro del contexto de esta invencién y en el contexto especifico en el que se
utiliza cada término o expresion. Ciertos términos se tratan a continuacion, o en otras partes de la memoria descriptiva,
para proporcionar orientacion adicional al profesional en la descripcion de las composiciones y métodos de la invencién
como se definen en las reivindicaciones y como hacerlas y usarlas.

El término "GAA" se refiere a a-glucosidasa acida (GAA) humana, una enzima que cataliza la hidrélisis de enlaces a-
1,4- y a-1,6-glicosidicos de glicoégeno lisosomal, asi como a variantes insercionales, relacionales o de sustitucién de
la secuencia de aminoéacidos de GAA y fragmentos de una secuencia de GAA mas larga que ejercen actividad
enzimatica. El término "rhGAA" se usa para distinguir GAA endbgena de GAA sintética o producida de manera
recombinante, tal como aquella producida mediante la transformacién de células CHO con ADN que codifica GAA.
Una secuencia de ADN a modo de ejemplo que codifica GAA es NP_000143.2 (SEQ ID NO: 4). GAAy rhGAA pueden
estar presentes en una composicion que contiene una mezcla de moléculas de GAA que tienen diferentes patrones
de glicosilacion, tal como una mezcla de moléculas de rhGAA que portan grupos mono-M6P o bis-M6P en sus glicanos
y moléculas de GAA que no portan M6P o bis-M6P. GAA y rhGAA también pueden completarse con otros compuestos,
tales como chaperonas, o pueden unirse a otros radicales en un conjugado de GAA o rhGAA, tal como unirse a un
radical IGF2 que direcciona el conjugado a CIMPR y posteriormente lo suministra a los lisosomas.

Un "sujeto" o "paciente" es preferiblemente un ser humano, aunque también pueden tratarse otros mamiferos y
animales no humanos que tengan trastornos que implican la acumulacién de glucégeno. Un sujeto puede ser un feto,
un neonato, nifio, joven o un adulto con enfermedad de Pompe u otro trastorno de almacenamiento o acumulacion de
glicogeno. Un ejemplo de un individuo que esta tratandose es un individuo (feto, neonato, nifio, joven, adolescente o
humano adulto) que tiene GSD-II (por ejemplo, GSD-Il infantil, GSD-II juvenil o GSD-II de aparicion adulta). El individuo
puede tener actividad GAA residual o ninguna actividad mensurable. Por ejemplo, el individuo que tiene GSD-Il puede
tener una actividad de GAA inferior al 1 % de la actividad de GAA normal (GSD-II infantil), actividad de GAA que es
aproximadamente 1-10 % la actividad de GAA normal (GSD-II juvenil} o actividad de GAA que es aproximadamente
10-40 % la actividad normal de GAA (GSD-Il adulto).

Los términos "tratar" y "tratamiento”, tal como se utilizan en esta memoria, se refieren a la mejora de uno o mas
sintomas asociados con la enfermedad, la prevencién o el retraso de la aparicién de uno o mas sintomas de la
enfermedad y/o la disminucion de la gravedad o frecuencia de uno o mas sintomas de la enfermedad. Por ejempilo,
tratamiento puede hacer referencia a la mejora del estado cardiaco (por ejemplo, aumento de los volimenes
diastélicos finales y/o sistélicos finales, o reduccién, mejora o prevencién de la cardiomiopatia progresiva que se
encuentra normalmente en GSD-11) o de la funcién pulmonar (por ejemplo, aumento en la capacidad vital durante el
llanto con respecto a la capacidad basal, y/o normalizacion de la desaturacién de oxigeno durante el llanto); mejora
en el neurodesarrollo y/o las habilidades motoras (por ejemplo, aumento en la puntuacién AIMS); reduccidn de los
niveles de glicégeno en el tejido del individuo afectado por la enfermedad; o cualquier combinacién de estos efectos.
En una realizacion preferida, el tratamiento incluye la mejora del estado cardiaco, particularmente en la reduccién o
prevencion de la miocardiopatia asociada a GSD-II.

Los términos "mejorar”, "aumentar" o "reducir’, como se usan en el presente documento, indican valores que son
relativos a la medicion de referencia, tal como una medicién en el mismo individuo antes del inicio del tratamiento
descrito en el presente documento o una medicién en un individuo control (o0 multiples individuos control) en ausencia
del tratamiento descrito en el presente documento. Un individuo control es un individuo aquejado con la misma forma
de GSD-ll (ya sea de aparicion infantil, juvenil o adulta) que el individuo que esta tratdndose, que tiene
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aproximadamente la misma edad que el individuo que esta tratdndose (para garantizar que las fases de la enfermedad
en el individuo tratado y el/los individuo(s) control son comparables).

El término "purificado”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a material que se ha aislado en
condiciones que reducen o eliminan la presencia de materiales no relacionados, es decir, contaminantes, incluyendo
materiales nativos a partir de los que se obtiene el material. Por ejemplo, una proteina purificada preferiblemente esta
sustancialmente libre de otras proteinas o acidos nucleicos con los que esta asociada en una célula; una molécula de
acido nucleico purificada esta de preferencia sustancialmente libre de proteinas u otras moléculas de acido nucleico
no relacionadas con las que se puede encontrar dentro de una célula. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién
"sustancialmente libre" se utiliza operativamente, en el contexto de las pruebas analiticas del material. Preferiblemente,
el material purificado, sustancialmente libre de contaminantes, es al menos 95 % puro; mas preferiblemente, al menos
97 % puro, y aun mas preferiblemente al menos 99 % puro. La pureza se puede evaluar mediante cromatografia,
electroforesis en gel, inmunoensayo, analisis de la composicién, ensayo bioldégico, ensayo enzimatico y otros métodos
conocidos en la técnica. En una realizacién especifica, purificado significa que el nivel de contaminantes esta por
debajo de un nivel aceptable para las autoridades reguladoras para la administracion segura a un ser humano o un
animal no humano. Proteinas recombinantes pueden aislarse o purificarse a partir de células CHO usando métodos
conocidos en la técnica, incluyendo mediante separacién cromatografica por tamafio, cromatografia de afinidad o
cromatografia de intercambio aniénico.

El término "modificada genéticamente" o "recombinante” se refiere a células, tales como células CHO, que expresan
un producto génico particular, tal como rhGAA o rhGAA ATB-200, tras la introduccién de un acido nucleico que
comprende una secuencia codificante que codifica el producto génico, junto con elementos reguladores que controlan
la expresion de la secuencia codificante. La introduccién del acido nucleico se puede conseguir mediante cualquier
método conocido en la técnica, incluyendo la fijacion de objetivo de genes y la recombinacién homologa. Como se usa
en el presente documento, el término incluye también células que se han modificado mediante ingenieria para expresar
o sobreexpresar un gen o producto génico endégeno que no se expresa normalmente por tal célula, por ejemplo,
mediante tecnologia de activacién génica.

"Enfermedad de Pompe" se refiere a una LSD autosomal recesiva caracterizada por una actividad deficiente de alfa
glucosidasa acida (GAA) que altera el metabolismo del glucégeno lisosomal. La deficiencia de enzima conduce a la
acumulacion de glucégeno lisosomal y da como resultado debilidad muscular esquelética progresiva, funcién cardiaca
reducida, insuficiencia respiratoria y/o deterioro del SNC en las (ltimas fases de la enfermedad. Las mutaciones
genéticas en el gen GAA dan como resultado o bien una expresién menor o bien producen formas mutantes de la
enzima con estabilidad y/o actividad biolégica alteradas que conducen en Ultima instancia a la enfermedad (véase en
general Hirschhorn R, 1995, Glycogen Storage Disease Type |l: Acid a-Glucosidase (Acid Maltase) Deficiency, The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, Scriver et al., eds., McGraw-Hill, Nueva York, 7.2 ed., paginas
2443-2464). Las tres formas clinicas reconocidas de la enfermedad de Pompe (infantil, juvenil y adulta) estén
correlacionadas con el nivel de actividad de a-glucosidasa residual (Reuser A J et al., 1995, Glycogenosis Type Il (Acid
Maltase Deficiency), Muscle & Nerve Supplement 3, S61-S69). La enfermedad de Pompe infantil (tipo | 0 A) es la mas
frecuente y grave, y se caracteriza por retraso del crecimiento, hipotonia generalizada, hipertrofia cardiaca e
insuficiencia cardiorrespiratoria en el segundo afio de vida. La enfermedad de Pompe juvenil (tipo Il o B) es de
gravedad intermedia y se caracteriza por un predominio de sintomas musculares sin cardiomegalia. Los individuos
juveniles de Pompe fallecen habitualmente antes de cumplir los 20 afios debido a una insuficiencia respiratoria. La
enfermedad de Pompe del adulto (tipo Il o C) se presenta a menudo como una miopatia lentamente progresiva en la
adolescencia o hasta la sexta década (Felicia KJ et al., 1995, Clinical Variability in Adult-Onset Acid Maltase Deficiency:
Report of Affected Sibs and Review of the Literature, Medicine 74, 131-135). En Pompe, se ha demostrado que la a-
glucosidasa se modifica extensamente después de la traduccién mediante glicosilacién, fosforilaciéon y procesamiento
proteolitico. La conversion del precursor de 110 kilodaltonios (kDa) a formas maduras de 76 y 70 kDa mediante
protedlisis en el lisosoma se requiere para una catalisis de glicégeno 6ptima. Tal como se utiliza en esta memoria, la
expresion "Enfermedad de Pompe" se refiere a todos los tipos de enfermedad de Pompe. Las formulaciones y los
regimenes de dosificacién descritos en esta solicitud pueden utilizarse para tratar, por ejemplo, la enfermedad de
Pompe Tipo I, Tipo Il o Tipo lll.

Realizaciones no limitantes de la invencién

Una composicion de rhGAA derivada de células CHO que contiene una cantidad mayor de rhGAA que contiene N-
glicanos que portan mono-manosa-6-fosfato (M6P) que la rhGAA convencional o bis-M6P tal como se ejemplifica
mediante Lumizyme® (alglucosidasa alfa; CAS 420794-05-0). Una composicion de rhGAA a modo de ejemplo segin
la invencién como se define en las reivindicaciones es ATB-200 (denominada en ocasiones ATB-200, ATB-200 o CBP-
rhGAA) que se describe en los ejemplos. Se ha mostrado que la rhGAA de la invencion como se define en las
reivindicaciones (ATB-200) se une al CIMPR con alta afinidad (Kb ~ 2-4 nM) y se internaliza eficientemente mediante
fioroblastos y mioblastos de misculo esquelético de Pompe (Kabsorcisn ~ 7-14 nM). ATB-200 se caracterizé in vivo y
mostré que tenia una semivida en plasma aparente mas corta (ti2 ~ 45 min) que la ERT de rhGAA actual (ti2 ~ 60
min).
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La secuencia de aminoacidos de la rhGAA puede ser idéntica al menos al 70 %, al 75 %, al 80 %, al 85 %, al 95 % o
al 99 %, o contener 1,2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 0 mas deleciones, sustituciones o adiciones con respecto a la secuencia
de aminoacidos descrita por SEQ ID NO: 1, 3 0 4. En algunas realizaciones de la GAA o rhGAA de la invencién como
se define en las reivindicaciones, tal como en rhGAA ATB- 200, la GAA o rhGAA comprenderd una secuencia de
aminoacidos de GAA natural, tal como de SEQ ID NO: 1 o 3. En otras realizaciones no limitantes de las invenciones
como se define en las reivindicaciones, la rhGAA comprende un subconjunto de los residuos de aminoacido presentes
en una GAA natural, en donde el subconjunto incluye los residuos de aminoacido de la GAA natural que forman el sitio
activo para la union al sustrato y/o la reduccién del sustrato. En una realizacion de la invencién como se define en las
reivindicaciones, la rhGAA es glucosidasa alfa, que es la enzima a-glucosidasa acida (GAA) humana, codificada por
los méas predominantes de nueve haplotipos observados de este gen. La rhGAA de la invenciéon como define en las
reivindicaciones, incluyendo rhGAA ATB-200, puede comprender una secuencia de aminoacidos que es idéntica al 90
%, al 95 %, al 96 %, al 97 %, al 98 % o al 99 % a la secuencia de aminoacidos de alfa-glucosidasa humana, tal como
la facilitada por el nimero de registro AHE24104.1 (GI:568760974)(SEQ ID NO: 1) y que se incorpora como referencia
con respecto a la patente de EE. UU. n.2 8.592.362 o con respecto a la secuencia de aminoacidos de NP_000143.2
(SEQ ID NO: 4). Una secuencia de nucleétidos y de aminoacidos para GAA se facilita también mediante las SEQ ID
NO: 2 y 3, respectivamente. Las variantes de esta secuencia de amino&cidos incluyen también aquellas con 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 o mas deleciones, inserciones o sustituciones de aminoacido con respecto a la secuencia
de aminoacidos de GAA mas adelante. Las secuencias de polinucleétido que codifican GAA y tales GAA humanas
variantes también se contemplan y pueden usarse para expresar recombinantemente rhGAA segln la invencién como
se define en las reivindicaciones.

Diversos algoritmos y/o programas de alineacién pueden usarse para calcular la identidad entre dos secuencias,
incluyendo FASTA o BLAST, que estan disponibles como parte del paquete de analisis de secuencias GCG
(Universidad de Wisconsin, Madison, Wis.), y pueden usarse con, por ejemplo, ajuste por defecto. Por ejemplo, se
contemplan polipéptidos que tienen una identidad de al menos el 70 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 99 %
con respecto a polipéptidos especificos descritos en el presente documento y que presentan de manera preferible
sustancialmente las mismas funciones, asi como un polinucleétido que codifica tales polipéptidos. A menos que se
indique lo contrario, la puntuaciéon de similitud se basara en el uso de BLOSUM62. Cuando se usa BLASTP, el
porcentaje de similitud se basa en la puntuacién de positivos de BLASTP, y el porcentaje de identidad de secuencia
se basa en la puntuacién de identidades de BLASTP. BLASTP “Identidades” muestra el nimero y la fraccién de restos
totales en los pares de secuencias de alta puntuacién que son idénticos; y BLASTP “Positivos” muestra el nimero y
la fraccion de restos para los que las puntuaciones de alineacion tienen valores positivos y que son similares entre si.
Las secuencias de aminoacidos que tienen estos grados de identidad o similitud, o cualquier grado intermedio de
identidad de similitud con las secuencias de aminoacidos descritas aqui, se contemplan y estan abarcadas por esta
descripcién. Las secuencias polinucleotidicas de polipéptidos similares se deducen usando el codigo genético, y se
pueden obtener por medios convencionales, en particular mediante la traduccién inversa de su secuencia de
aminoécidos usando el cédigo genético.

Preferiblemente, no mas del 70, del 65, del 60, del 55, del 45, del 40, del 35, del 30, del 25, del 20, del 15, del 10 o del
5 % de la rhGAA total en la composicién segun la invencién como se define en las reivindicaciones carece de un N-
glicano que porta M6P o bis-M6P o carece de una capacidad de unirse al receptor de manosa-6-fosfato independiente
de cation (CIMPR). Alternativamente, el 30, el 35, el 40, el 45, el 50, el 55, el 60, el 65, el 70, el 75, el 80, el 85, el 90,
el 95, el 99 % <100 % o mas de la rhGAA en la composicién comprende al menos un N-glicano que porta M6P y/o bis-
MG6P o tiene la capacidad de unirse a CIMPR.

Las moléculas de rhGAA en la composicién de rhGAA de la invencién como se definen en las reivindicaciones pueden
tener 1, 2, 3 0 4 grupos M6P en sus glicanos. Por ejemplo, solo un N-glicano en una molécula rhGAA puede portar
M6P (monofosforilado), un Unico N-glicano puede portar dos grupos M6P (bisfosforilado), o dos N-glicanos diferentes
en la misma molécula rhGAA pueden portar grupos M6P individuales. Las moléculas de rhGAA en la composicion de
rhGAA pueden tener también N-glicanos que no portan ningun grupo M6P. En otra realizacién de la invencién como
se define en las reivindicaciones, en promedio los N-glicanos contienen mas de 3 moles/mol de M6P y mas de 4
moles/mol de acido sialico. En promedio, al menos aproximadamente el 3, el 4, el 5, el 6, el 7, el 8, el 9 0 el 10% de
los glicanos totales en la rhGAA puede estar en forma de un glicano mono-M6P, por ejemplo, aproximadamente el
6,25% de los glicanos totales puede portar un Unico grupo M6P y en promedio, al menos aproximadamente el 0,5, el
1,el1,5,el2,0,el 2,5, el 3,0 % de los glicanos totales en la rhGAA esta en forma de un glicano bis-M6P y en promedio
menos del 25 % de la rhGAA total de la invencion como se define en las reivindicaciones no contiene ningun glicano
fosforilado que se une a CIMPR.

La composicion de rhGAA divulgada en el presente documento puede tener un contenido promedio de N-glicanos que
portan M6P que oscila de 0,5 a 7,0 moles/mol de rhGAA o cualquier valor intermedio de subintervalo incluyendo 0,5,
1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0,4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 0 7,0 moles/mol de rhGAA. Como se muestra en los Ejemplos, la
rhGAA de la invencién como se define en las reivindicaciones puede fraccionarse para proporcionar composiciones
de rhGAA con diferentes nimeros promedio de glicanos que portan M6P o que portan bis-M6P en la rhGAA,
permitiendo asi una personalizacién adicional del direccionamiento de rhGAA a los lisosomas en tejidos diana
seleccionando una fraccién particular o combinando selectivamente diferentes fracciones.
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Hasta el 60 % de los N-glicanos en la rhGAA pueden estar completamente sialiados, por ejemplo, hasta el 10 %, el 20
%, el 30 %, el 40 %, el 50 % o0 el 60 % de los N-glicanos pueden estar completamente sialiados. En algunas
realizaciones desde el 4 hasta el 20 % de los N-glicanos totales en la composicion de rhGAA estan completamente
sialilados.

En otras realizaciones de la invencidon como se definen en las reivindicaciones, no mas del 5%, del 10%, del 20% o
del 30% de los N-glicanos en la rhGAA portan acido sialico y una Gal terminal. Estos intervalos incluyen todos los
valores y subintervalos intermedios, por ejemplo, del 7 al 30 % de los N-glicanos totales en la rhGAA en la composicién
pueden portar &cido sialico y Gal terminal.

En aun otras realizaciones de la invenciéon como se define en las reivindicaciones, no mas del 5, del 10, del 15, del 16,
del 17, del 18, del 19 o del 20 % de los N-glicanos en la rhGAA tienen una Gal terminal solo y no contienen acido
sialico. Este intervalo incluye todos los valores y subintervalos intermedios, por ejemplo, desde el 8 hasta el 19 % de
los N-glicanos totales en la rhGAA en la composicién pueden tener Gal terminal solo y no contienen acido sialico.

En la invencion, del 40, del 45, del 50, del 55 al 60 % de los N-glicanos totales en la rhGAA en la composicién son N-
glicanos de tipo complejo; o no mas del 1, del 2, del 3, del 4, del 5, del 6, del 7 % de los N-glicanos totales en la rhGAA
en la composicién son N-glicanos de tipo hibrido; no mas del 5, del 10 o del 15 % de los N-glicanos de tipo con alto
contenido de manosa en la rhGAA en la composicion son no fosforilados; al menos el 5 % o el 10 % de los N-glicanos
de tipo con alto contenido de manosa en la rhGAA en la composicién son mono-M6P fosforilados; y/o al menos el 1 0
el 2 % de los N-glicanos de tipo con alto contenido de manosa en la rhGAA en la composicién son bis-M6P fosforilados.
Estos valores incluyen todos los valores intermedios y subintervalos. Una composicién de rhGAA puede cumplir uno
o mas de los intervalos de contenido descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, la composicion de rhGAA de la invencién como se define en las reivindicaciones portara, en
promedio, de 2,0 a 8,0 residuos de acido sidlico por mol de rhGAA. Este intervalo incluye todos los valores y
subintervalos intermedios incluyendo 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 y 8,0 residuos/moles de
rhGAA. Los residuos de acido sialico pueden impedir el aclaramiento no productivo mediante receptores de
asialoglicoproteina.

La composicion de rhGAA de la invencién como se define en las reivindicaciones se produce mediante células CHO,
tales como la linea de células CHO GA-ATB-200, o mediante un subcultivo o derivado de un cultivo de células CHO
de este tipo. Constructos de ADN, que expresan variantes alélicas de GAA u otras secuencias de aminoacidos de GAA
variantes, tales como aquellas que son idénticas al menos al 90%, al 95% o al 99% con respecto a SEQ ID NO: 1,
pueden construirse y expresarse en células CHO. Los expertos en la técnica pueden seleccionar vectores alternativos
adecuados para transformar células CHO para la produccién de tales construcciones de ADN.

Los inventores han descubierto que rhGAA que tienen una capacidad superior para seleccionar como diana el CIMPR
y lisosomas celulares, asi como patrones de glicosilacién que reducen su aclaramiento no productivo in vivo, pueden
producirse usando células de ovario de hamster chino (CHO). Estas células pueden inducirse para expresar rhGAA
con niveles significativamente mayores de M6P y bis-M6P total que los productos de rhGAA convencionales. La GAA
humana recombinante producida mediante estas células, por ejemplo, como se gjemplifica mediante ATB-200 rhGAA
descrita en los Ejemplos, tiene significativamente mas grupos M6P y bis-M6P que seleccionan como diana células
musculares que la GAA convencional, tal como Lumizyme®, y se ha mostrado que se une eficientemente a CIMPR y
se absorbe eficientemente mediante musculo esquelético y muisculo cardiaco. También se ha mostrado que tiene un
patrén de glicosilacién que proporciona un perfil farmacocinético favorable y reduce el aclaramiento no productivo in
vivo.

La rhGAA segun la invencién como se define en las reivindicaciones puede formularse como composicién farmacéutica
0 usarse en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de Pompe u otras afecciones
asociadas con una deficiencia de GAA. Las composiciones pueden formularse con un portador o excipiente
fisiolbgicamente aceptable. El portador y la composicion pueden ser estériles y por lo demas adaptarse al modo de
administracion.

Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, disoluciones de sal
(por ejemplo, NaCl), solucién salina, solucién salina tamponada, alcoholes, glicerol, etanol, goma arabiga, aceites
vegetales, alcoholes bencilicos, polietilenglicoles, gelatina, hidratos de carbono, tales como lactosa, amilosa o almidén,
azucares tales como manitol, sacarosa u otros, dextrosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, ésteres de acidos
grasos, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, etc., asi como combinaciones de los mismos. Los preparados
farmacéuticos pueden, si se desea, mezclarse con agentes auxiliares, por ejemplo, tensioactivos, tales como
polisorbatos como polisorbato 80, lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes,
sales para influir en la presién osmética, tampones, sustancias colorantes, aromatizantes y/o aromaticas y similares
que no reaccionan perjudicialmente con los compuestos activos. En una realizacién preferida, se usa un portador
soluble en agua adecuado para administracién intravenosa.
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La composicién, si se desea, también puede contener pequefias cantidades de agentes humectantes o emulsionantes,
o0 agentes de tamponamiento del pH. La composicion puede ser una disolucion liquida, suspension, emulsién,
comprimido, pildora, capsula, formulacién de liberacién sostenida o polvo. La composicién puede formularse también
como supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales, tales como triglicéridos. La formulacién oral puede incluir
portadores estandar, tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio,
polivinilpirrolidona, sacarina sodica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. En una realizacion preferida, la rhGAA se
administra mediante infusién IV.

La composicion o el medicamento puede formularse segln los procedimientos rutinarios como composicién
farmacéutica adaptada para su administracion a seres humanos. Por ejemplo, en una realizacion preferida, una
composicién para administracion intravenosa es una disolucién en tampoén acuoso isotonico estéril. Cuando sea
necesario, la composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local para aliviar el dolor en
el lugar de la inyeccién. En general, los componentes se suministran ya sea por separado o mezclados juntos en forma
farmacéutica unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado sin agua en un envase
herméticamente sellado, tal como una ampolla o sobre que indica la cantidad de agente activo. Cuando la composicién
se va a administrar por infusién, se puede dispensar con una botella de infusién que contiene agua estéril de grado
farmacéutico, disolucion salina o dextrosa/agua. Cuando la composicion se administra por inyeccion, se puede
proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccién o disolucién salina, de manera que los ingredientes se puedan
mezclar antes de la administracién.

La rhGAA se puede formular como formas neutras o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
formadas con grupos amino libres, tales como las derivadas de acido clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico,
etc., y las formadas con grupos carboxilo libres, tales como las derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos
férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina y similares.

La rhGAA (o una composiciéon o un medicamento que contiene GAA) se administra mediante una via apropiada. En
una realizacién, la GAA se administra por via intravenosa. En otras realizaciones, la GAA se administra mediante
administracion directa a un tejido diana, tal como al masculo cardiaco o esquelético (por ejemplo, intramuscular), o al
sistema nervioso (por ejemplo, inyeccion directa al cerebro; por via intraventricular; por via intratecal). Si se desea, se
puede usar mas de una ruta al mismo tiempo.

La rhGAA (o una composicién o un medicamento que contiene GAA) se administra en una cantidad terapéuticamente
eficaz (por ejemplo, una cantidad de dosis que, cuando se administra a intervalos regulares, es suficiente para tratar
la enfermedad, tal como mejorando sintomas asociados con la enfermedad, previniendo o retardando la aparicion de
la enfermedad, y/o también disminuyendo la gravedad o la frecuencia de sintomas de la enfermedad, tal como se
describi6é anteriormente). La cantidad que sera terapéuticamente eficaz en el tratamiento de la enfermedad dependera
de la naturaleza y extension de los efectos de la enfermedad, y puede determinarse mediante técnicas clinicas
estandar. Ademas, opcionalmente se pueden emplear ensayos in vitro o in vivo para ayudar a identificar intervalos de
dosificacion 6ptimos. La dosis exacta que se emplee dependera también de la via de administracion y de la gravedad
de la enfermedad, y debera decidirse segun el criterio de un profesional y las circunstancias de cada paciente. Las
dosis eficaces se pueden extrapolar de curvas de dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba de modelos in
vitro 0 en animales. En una realizacién preferida, la cantidad terapéuticamente eficaz es igual o menos de 20 mg de
enzima/kg de peso corporal del individuo, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1-10 mg de enzima/kg
de peso corporal, e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 10 mg de enzima/kg de peso corporal o
aproximadamente 5 mg de enzima/kg de peso corporal. La dosis eficaz para un individuo particular puede variarse
(por ejemplo, aumentarse o disminuirse) a lo largo del tiempo, dependiendo de las necesidades del individuo. Por
ejemplo, en momentos de enfermedad fisica o estrés, o si pasan a estar presentes o aumentan anticuerpos anti-GAA,
o si empeoran los sintomas de la enfermedad, la cantidad puede aumentarse.

La cantidad terapéuticamente eficaz de GAA (o composicion o medicamento que contiene GAA) se administra a
intervalos regulares, dependiendo de la naturaleza y el grado de los efectos de la enfermedad, y en una base continua.
La administracién a un “intervalo regular’, como se usa aqui, indica que la cantidad terapéuticamente eficaz se
administra periédicamente (a diferencia de una dosis Unica). El intervalo se puede determinar mediante técnicas
clinicas estandares. En realizaciones preferidas, la GAA se administra mensualmente, bimensualmente;
semanalmente; dos veces a la semana; o diariamente. El intervalo de administracién para un solo individuo no necesita
ser un intervalo fijo, sino que puede variar con el tiempo, dependiendo de las necesidades del individuo. Por ejemplo,
en momentos de enfermedad fisica o estrés, si pasan a estar presentes o aumentan anticuerpos anti-GAA, o si
empeoran los sintomas de la enfermedad, puede disminuirse el intervalo entre dosis. En algunas realizaciones, una
cantidad terapéuticamente eficaz de 5, 10, 20, 50, 100 o 200 mg de enzima/kg de peso corporal se administra dos
veces a la semana, semanalmente o cada dos semanas con 0 sin una chaperona.

La GAA o rhGAA de la invencién como se define en las reivindicaciones puede prepararse para su uso posterior, tal
como en una jeringa o vial de dosis unitaria, o en una botella o bolsa para administracién intravenosa. Los kits que
contienen la GAA o rhGAA, asi como excipientes opcionales u otros principios activos, tales como chaperonas u otros
farmacos, pueden rodearse con material de envasado e ir acompafiados por instrucciones para la reconstitucion, la
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dilucién o la dosificacion para tratar a un sujeto que necesita tratamiento, tal como un paciente que tiene enfermedad
de Pompe.

La GAA (o una composicién o medicamento que contiene GAA) puede administrarse sola, o junto con otros agentes,
tales como una chaperona. Puede administrarse rhGAA con diferentes grados de glicosilacién con mono-M6P o bis-
M6P o administrarse combinaciones de rhGAA con diferentes grados de glicosilacién con M6P o bis-M6P.

En algunas realizaciones, la composicién de rhGAA de la invencion como se define en las reivindicaciones se
complejard o mezclaréa con una chaperona, tal como AT-2220 o AT-2221. Las chaperonas, denominadas en ocasiones
"chaperonas farmacolégicas", son compuestos que cuando se complejan o se administran conjuntamente con rhGAA
modifican su farmacocinética y otras propiedades farmacolégicas. Las chaperonas representativas ejemplificadas en
el presente documento incluyen AT2221 (miglustat, N-butil-desoxinojirimicina) y AT2220 (HCI de duvoglustat, 1-
desoxingjirimicina). Dicha complejacién o mezclado puede producirse fuera del cuerpo o dentro del cuerpo, por
ejemplo, cuando se administran dosis independientes de la rhGAA y chaperona Por ejemplo, el direccionamiento de
rhGAA activa, sus fracciones o derivados de la invencion como se define en las reivindicaciones a CIMPR y
posteriormente a lisosomas celulares puede mejorarse combinandola con duvoglustat-HClI (AT2220,
desoxinojirimicinas, AT2220) o miglustat (AT2221, N-butil-desoxinojirimicina). Los Ejemplos mas adelante muestran
reducciones de sustrato de glicogeno significativas en misculos esqueléticos clave de ratones con supresion de GAA
que reciben la rhGAA bien direccionada de la invencion como se define en las reivindicaciones en combinacién con
una chaperona.

Otro aspecto util en la invencidon como se define en las reivindicaciones se refiere a células CHO o sus derivados u
otros equivalentes que producen la rhGAA segun la invencion. Un ejemplo de una linea de células CHO de este tipo
es GA-ATB-200 o un subcultivo de la misma que produce una composicién de rhGAA tal como se describe en el
presente documento. Lineas de células CHO de este tipo pueden contener multiples copias de un gen, tal como 5, 10,
15 0 20 o0 mas copias, de un polinucleétido que codifica GAA.

La rhGAA con alto contenido de M6P y bis-M6P de la invencién como se define en las reivindicaciones, tal como rhGAA
ATB-200, puede producirse transformando células CHO (células de ovario de hamster chino) con un constructo de
ADN que codifica GAA. Si bien las células CHO se han usado previamente para producir rhGAA, no se aprecié que
las células CHO transformadas pudieran cultivarse y seleccionarse de una manera que produjeran rhGAA que tiene
un alto contenido de glicanos M6P y bis-M6P que se dirigen contra CIMPR.

Sorprendentemente, los inventores descubrieron que era posible transformar lineas de células CHO, seleccionar
transformantes que producen rhGAA que contiene un alto contenido de glicanos que portan M6P o bis-M6P que
seleccionan como diana el CIMPR, y expresar de manera estable esta rhGAA con alto contenido de M6P. Por tanto,
un aspecto relacionado Util de la invencién como se define en las reivindicaciones se refiere a un método para elaborar
estas lineas de células CHO. Este método implica transformar una célula CHO con ADN que codifica GAA o una
variante de GAA, seleccionar una célula CHO que integra de manera estable el ADN que codifica GAA en su(s)
cromosomay(s) y que expresa de manera estable GAA, y seleccionar una célula CHO que expresa GAA que tiene un
alto contenido de glicanos que portan M6P o bis-M6P, y, opcionalmente, seleccionar una célula CHO que tiene N-
glicanos con alto contenido de acido sialico y/o que tiene N-glicanos con un bajo contenido de manosa alta no
fosforilada.

Estas lineas de células CHO pueden usarse para producir rhGAA y composiciones de rhGAA segun la invencién como
se define en las reivindicaciones cultivando la linea de células CHO y recuperar dicha composicién del cultivo de
células CHO.

La composicion de rhGAA de la invencion como se define en las reivindicaciones o sus fracciones o derivados se usa
ventajosamente para tratar sujetos que tienen una afeccion, trastorno o enfermedad asociado con GAA lisosomal
insuficiente administrando la composicién de rhGAA. Un sujeto que necesita tratamiento incluye aquellos que tienen
enfermedad de almacenamiento de glicégeno tipo Il (enfermedad de Pompe) asi como otras afecciones, trastornos o
enfermedades que se beneficiarian de la administracién de la rhGAA.

Los Ejemplos mas adelante muestran que la rhGAA de la invencién como se describe en las reivindicaciones (ATB-
200) se absorbe mediante células de musculos esqueléticos, se une a CIMPR y elimina e forma eficaz el glicégeno de
células de musculos esqueléticos cuando se administra a una dosis significativamente menor que los productos de
rhGAA convencionales. Se alcanzé una reduccion de hasta el 75 % de glicdgeno en mioblasto de musculo esquelético
en ratones con supresién de GAA usando un régimen bisemanal de administracién intravenosa de ATB-200. Estas
reducciones superaron las proporcionadas mediante la misma cantidad de Lumizyme® mostrando que la rhGAA de la
invencién como se define en las reivindicaciones, que tiene un contenido potenciado de N-glicanos que portan M6P y
bis-M6P, proporcioné reducciones superiores en el sustrato de glicégeno. Debido al direccionamiento, la
farmacodinamica y la farmacocinética mejorados de la composicién de rhGAA de la invencién como se define en las
reivindicaciones, puede administrarse en una dosis menor que productos de rhGAA convencionales, tales como
Lumizyme® o Myozyme®.
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Puede usarse para degradar, disminuir o eliminar glicogeno de musculo cardiaco, musculo liso 0 musculo estriado.
Los ejemplos de muisculos esqueléticos o estriados sujetos a tratamiento incluyen al menos un misculo seleccionado
del grupo que consiste en abductor del dedo mefiique (pie), abductor del dedo mefique (mano), abductor del dedo
gordo, abductor corto del pulgar, abductor largo del pulgar, aductor corto, aductor del dedo gordo, aductor largo,
aductor mayor, aductor del pulgar, ancéneo, musculo articular del codo, musculo articular de la rodilla,
aritenoepligético, aryjordanicus, auricular, biceps braquial, biceps femoral, braquial, braquiorradial, buccinadores,
bulboesponjoso, constrictor faringeo inferior, constrictor faringeo medio, constrictor faringeo superior, coracobraquial,
corrugador superciliar, cremaster, cricotiroideo, dartos, transverso profundo del periné, deltoide, depresor del angulo
de la boca, depresor del labio inferior, diafragma, digastrico, digastrico (vista anterior), erector de la columna, erector
iliocostal, erector longisimo, extensor radial corto del carpo, extensor radial largo del carpo, extensor ulnar del carpo,
extensor del dedo medique (mano), extensor de los dedos (mano), extensor corte de los dedos (pie), extensor largo
de los dedos (pie), extensor largo del dedo gordo, extensor del indice, extensor corto del pulgar, extensor largo del
pulgar, oblicuo externo del abdomen, flexor radial del carpo, flexor ulnar del carpo, flexor corto del dedo mefiique (pie),
flexor corto del dedo mefique (mano), flexor corto de los dedos, flexor largo de los dedos (pie), flexor profundo de los
dedos, flexor superficial de los dedos, flexor corto del dedo gordo, flexor largo del dedo gordo, flexor corto del pulgar,
flexor largo del pulgar, frontal, gastrocnemio, gemelo inferior, gemelo superior, geniogloso, geniohioideo, gliteo mayor,
gliteo medio, gliteo menor, gracil, hiogloso, iliaco, oblicuo inferior, recto inferior, infraespinoso, intercostales externos,
intercostales mas internos, intercostales internos, oblicuo interno abdominal, interéseos dorsales de la mano,
interéseos dorsales del pie, interéseos palmares de la mano, interoseos plantares del pie, interespinosos,
intertransversos, musculos intrinsecos de la lengua, isquiocavernoso, cricoaritenoide lateral, pterigoideo lateral, recto
lateral, dorsal ancho, elevador del angulo de la boca, elevador del ano-coxigeo, elevador del ano-iliocoxigeo, elevador
del ano-pubocoxigeno, elevador del ano-puborrectal, elevador del ano-pubovaginal, elevador del labio superior,
elevador del labio superior y del ala de la nariz, elevador del parpado superior, elevador de la escapula, elevador del
velo del paladar, elevadores de las costillas, largo de la cabeza, largo del cuello, lumbricales del pie (4), lumbricales
de la mano, masetero, pterigoideo medial, recto medial, mentoniano, de la Uvula, milohioideo, nasal, aritenoideo
oblicuo, oblicuo mayor de la cabeza, oblicuo menor de la cabeza, obturador externo, obturador interno (A), obturador
interno (B), omohioideo, oponente del dedo mefique (mano), oponente de pulgar, orbicular del ojo, orbicular de la
boca, palatogloso, palatofaringeo, palmar corto, palmar largo, pectineo, pectoral mayor, pectoral menor, peroneo corto,
peroneo largo, tercer peroneo, piriforme (A), piriforme (B), plantar, platisma, popliteo, cricoaritenoideo posterior, précer,
pronador cuadrado, pronador redondo, psoas mayor, psoas menor, piramidal, cuadrado femoral, cuadrado lumbar,
cuadrado plantar, recto del abdomen, recto anterior de la cabeza, recto lateral de la cabeza, recto posterior mayor de
la cabeza, recto posterior menor de la cabeza, recto femoral, romboides mayor, romboides menor, risorio,
salpingofaringeo, sartorio, escaleno anterior, escaleno medio, escaleno minimo, escaleno posterior, ssmimembranoso,
semitendinoso, serrato anterior, serrato posterior inferior, serrato posterior superior, s6leo, esfinter del ano, esfinter de
la uretra, esplenio de la cabeza, esplenio del cuello, estapedio, esternocleidomastoideo, esternohioideo,
esternotiroideo, estilogloso, estilohioideo, estilohioideo (vista anterior), estilofaringeo, subclavio, subcostal,
subescapular, transverso superficial, periné, oblicuo superior, recto superior, supinador, supraespinoso, temporal,
temporoparietal, tensor de la fascia lata, tensor del timpano, tensor del velo del paladar, redondo mayor, redondo
menor, tiroaritenoides y vocal, tiroepiglético, tirohioideo, tibial anterior, tibial posterior, aritenoideo transverso,
transversoespinoso-multifido, transversoespinoso-rotador, transversoespinoso-semiespinoso, transverso del
abdomen, transverso del térax, trapecio, triceps, vasto intermedio, vasto lateral, vasto medial, cigomatico mayor y
cigomatico menor.

La composicién de GAA de la invencion como se define en las reivindicaciones puede administrarse también a, o
usarse para tratar, fibra muscular de tipo 1 (contraccién lenta) o fibra muscular de tipo 2 (contraccién rapida) o sujetos
que acumulan glicégeno en tales fibras musculares. El misculo de tipo |, contraccién lenta, o "rojo", es denso con
capilares y es rico en mitocondrias y mioglobina, dando al tejido muscular su color rojo caracteristico. Puede portar
mas oxigeno y sostener actividad aerobia usando grasas o hidratos de carbono como combustible. Las fibras de
contraccion lenta se contraen durante periodos de tiempo prolongados, pero con poca fuerza. Los musculos de tipo I,
contraccion rapida, tienen tres subtipos principales (lla, lIx y llb) que varian tanto en la velocidad de contraccién como
en la fuerza generada. Las fibras de contraccion rapida se contraen rapidamente y de manera potente, pero se fatigan
muy rapidamente, sosteniendo solo rafagas cortas, anaerobias, de actividad antes de que la contraccién muscular se
vuelva dolorosa. Contribuyen en la mayoria de los casos a la fuerza muscular y tienen un mayor potencial para
aumentar en masa. El tipo llo es mlsculo anaerobio, glicolitico, "blanco”, que es el menos denso en mitocondrias y
mioglobina. En los animales pequefios (por ejemplo, roedores), este es el tipo de musculo rapido principal, lo que
explica el color palido de su carne.

La composicién de rhGAA de la invencién como se define en las reivindicaciones, sus fracciones o derivados pueden
administrarse por via sistémica, por ejemplo, mediante infusién intravenosa (1V), o administrarse directamente a un
sitio deseado, tal como a musculo cardiaco o esquelético, tal como cuadriceps, triceps o diafragma. Puede
administrarse a miocitos, tejidos musculares particulares, misculos o grupos musculares. Por ejemplo, un tratamiento
de este tipo puede administrar por via intramuscular la composicién de rhGAA directamente al cuadriceps o triceps o
diafragma de un sujeto.

Como se ha mencionado anteriormente, la composicion de rhGAA de la invencién como se define en las
reivindicaciones, sus fracciones o derivados pueden complejarse 0 mezclarse con una chaperona, tal como AT-2220
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(HCI de duvoglustat, 1-desoxinojirimicina) o AT-2221 (miglustat, N-butil-desoxinojirimicina) o sus sales para mejorar la
farmacocinética de la administracion de rhGAA. La rhGAAYy la chaperona pueden administrarse juntas o por separado.
Cuando se administran simultdneamente, la GAA en la composicion puede precargarse con la chaperona.
Alternativamente, la GAA y la chaperona pueden administrarse por separado ya sea al mismo tiempo o en diferentes
momentos.

Dosis representativas de AT2221 oscilan de 0,25 a 400 mg/kg, preferiblemente de 0,5-200 mg/kg, y lo mas
preferiblemente de 2 a 50 mg/kg. Dosis especificas de AT2221 incluyen 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,45 y
50 mg/kg. Estas dosis pueden combinarse con rhGAA, tal como rhGAA ATB-200, a una relacién molar entre AT2221
y rhGAA que oscilade 15:1 a 150: 1. Las relaciones especificas incluyen 15:1, 20:1, 25:1, 50:1, 60: 1, 65:1, 70:1, 75:1,
80:1, 85:1, 90: 1, 100:1, 125:1 y 150:1. rhGAA y AT2221 pueden administrarse conjuntamente en estas cantidades o
relaciones molares ya sea simultaneamente, secuencialmente o por separado. Los intervalos anteriores incluyen todos
los subintervalos y valores intermedios, tales como todos los valores de nimero entero entre los puntos de extremo
del intervalo.

Dosis representativas de AT2220 oscilan de 0,1 a 120 mg/kg, preferiblemente 0,25 a 60, y lo mas preferiblemente de
0,6 a 15 mg/kg. Dosis especificas de AT2220 incluyen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 y 30 mg/kg. Estas dosis
pueden combinarse con rhGAA, tal como rhGAA ATB-200, a una relacién molar entre AT2220 y rhGAA que oscila de
15:1 a 150: 1. Relaciones especificas incluyen 15:1, 20: 125:1, 50:1, 60: 1, 65:1, 70:1, 75:1, 80:1, 85:1, 90: 1, 100:1,
125:1y 150:1. rhGAA y AT2220 pueden administrarse conjuntamente en estas cantidades o relaciones molares ya sea
simultaneamente, secuencialmente o por separado. Los intervalos anteriores incluyen todos los subintervalos y valores
intermedios, tales como todos los valores de nimero entero entre los puntos de extremo del intervalo.

La composicién de rhGAA de la invencién como se define en las reivindicaciones, sus fracciones o derivados pueden
usarse también para metabolizar, degradar, eliminar o disminuir de otro modo el glicogeno en tejido, musculo, fibra
muscular, células musculares, lisosomas, organulos, compartimentos celulares o citoplasma, administrando la
composicién de rhGAA a un sujeto, opcionalmente junto con una chaperona o un farmaco que reduce las respuestas
inmunolégicas a rhGAA.

En otra realizaciéon de su método de uso, la rhGAA de la invencién como se define en las reivindicaciones puede
usarse para modular la proliferacion lisosomal, la autofagia o la exocitosis en una célula administrando la misma, sus
fracciones o derivados a células, tejidos o sujetos que necesiten una modulaciéon de este tipo, opcionalmente en
combinacion con una chaperona u opcionalmente como conjugado con otro resto de direccionamiento. La autofagia
es un mecanismo catabdlico que permite que una célula degrade glicbgeno u otros componentes celulares
innecesarios o disfuncionales a través de las acciones de sus lisosomas. Este método puede implicar también
administrar por via sistémica o local la composicién de GAA a un sujeto que necesite tratamiento.

La rhGAA segun la invencién como se define en las reivindicaciones, que esté enriquecida para mono-M6P y bis-M6P,
en comparacién con Lumizyme® y Myozyme, y que tiene propiedades farmacocinéticas favorables conferidas por su
patrén de glicosilacion puede usarse también para el tratamiento de otras afecciones que requieren la descomposicién
de hidratos de carbono complejos, tales como otros trastornos en los que el glicégeno u otros hidratos de carbono
degradados mediante rhGAA se acumulan en los lisosomas u otras partes de la célula, tal como en el citoplasma
accesible a rhGAA, tal como enfermedad de almacenamiento de glicégeno lll. También puede usarse con fines no
terapéuticos, tal como para la produccién de alimentos, bebidas, productos quimicos y productos farmacéuticos que
requieren la descomposicién de hidratos de carbono complejos tales como almidén y glicbgeno para dar sus
mondémeros.

EJEMPLOS

Los siguientes Ejemplos no limitantes ejemplifican aspectos de la invencién.

Seccion I: ATB-200 rhGAA vy sus propiedades

Limitaciones de los productos de rhGAA Myozyme® y Lumizyme® existentes

Para evaluar la capacidad de la rhGAA en Myozyme® y Lumizyme®, los Unicos tratamientos actualmente aprobados
para la enfermedad de Pompe, estas preparaciones de rhGAA se inyectaron en una columna CIMPR (que se une a
rhGAA que tiene grupos M6P) y posteriormente se eluyeron con un gradiente de M6 libre. Las fracciones se recogieron
en placas de 96 pocillos, y la actividad de GAA se analizé mediante el sustrato 4MU-a-glucosa. Las cantidades relativas
de rhGAA unida y no unida se determinaron en base a la actividad de GAA, y se dieron a conocer como la fraccion de
enzima total.

La Fig. 5 describe los problemas asociados con las ERT convencionales (Myozyme® y Lumizyme®): el 73 % de la

rhGAA en Myozyme® (Fig. 5B) y el 78 % de la rhGAA en Lumizyme® (Fig. 5A) no se unid al CIMPR, véanse los picos
mas a la izquierda en cada figura. Solo el 27 % de la rhGAA en Myozyme® y el 22 % de la rhGAA en Lumizyme®
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contenia M6P que pueden direccionarla de manera productiva al CIMPR en células musculares, véase la Fig. 2 que
describe el direccionamiento de farmaco productivo y el aclaramiento de farmaco no productivo.

Una dosis eficaz de Myozyme® y Lumizyme® corresponde a la cantidad de rhGAA que contiene M6P que se dirige al
CIMPR en las células musculares. Sin embargo, la mayor parte de la rhGAA en estos dos productos convencionales
no se dirige al receptor CIMPR en las células musculares diana. La administracion de una rhGAA convencional, en la
que la mayor parte de la rhGAA no esta dirigida a las células musculares, aumenta el riesgo de reaccién alérgica o de
induccién de inmunidad a la rhGAA no dirigida.

Preparacion de células CHO que producen rhGAA ATB-200 que tiene un alto contenido de N-glicanos que
portan mono- o bis-M6P.

Se transfectaron células CHO con ADN que expresa rh-GAA seguido de la seleccién de transformantes que producen
rhGAA. Un constructo de ADN para transformar células CHO con ADN que codifica rh-GAA se muestra en la Fig. 5.
Se transfectaron células CHO con ADN que expresa rh-GAA seguido de la seleccion de transformantes que producen
rhGAA.

Después de la transfeccion, las células DG44 CHO (DHFR-) que contenian un gen GAA integrado de forma estable
se seleccionaron con medio deficiente en hipoxantina/timidina (-HT). La amplificacién de la expresion de GAA en estas
células se indujo mediante tratamiento con metotrexato (MTX, 500 nM). Los grupos de células que expresaban
grandes cantidades de GAA se identificaron mediante ensayos de actividad enzimatica de GAA, y se usaron para
establecer clones individuales que producian rhGAA. Se generaron clones individuales en placas de medios
semiso6lidos, se seleccionaron mediante el sistema ClonePix, y se transfirieron a placas de 24 pocillos profundos. Se
analiz6 la actividad de la enzima GAA en los clones individuales para identificar los clones que expresaban un alto
nivel de GAA. Los medios acondicionados para determinar la actividad de GAA utilizaron un sustrato de 4-MU-a-
Glucosidasa. Los clones que producian niveles mas altos de GAA, medidos mediante ensayos de la enzima GAA, se
evaluaron adicionalmente en cuanto a viabilidad, capacidad de crecimiento, productividad de GAA, estructura de N-
glicanos, y expresion estable de proteinas. Utilizando este procedimiento, se aislaron lineas celulares CHO, incluyendo
la linea celular CHO GA-ATB-200, que expresan rhGAA con N-glicanos mono-M6P o bis-M6P potenciados.

Purificacion de rhGAA ATB-200 rhGAA

Se produjeron miltiples lotes de rhGAA segun la invencién en matraces de agitacién y en biorreactores de perfusion
usando la linea celular CHO GA-ATB-200, y se midi6 la unién a CIMPR. Se observé una unién al receptor CIMPR
similar (-70%) a la mostrada en la Fig. 6B y la Fig. 7 para rhGAA ATB-200 purificada de diferentes lotes de produccion,
lo que indica que rhGAA ATB-200 puede producirse de manera consistente. Como se muestra mediante las Fig. 6Ay
6B, las rhGAA de Myozyme® y Lumizyme® presentaban significativamente menos unién a CIMPR que rhGAA ATB-
200.

Comparacion analitica de ATB-200 con Lumizyme

Se us6 cromatografia de liquidos de intercambio anidnico débil ("WAX") para fraccionar rhGAA ATB-200 segun el
fosfato terminal. Los perfiles de elucion se generaron eluyendo el ERT con una cantidad creciente de sal. Los perfiles
se monitorizaron por UV (A280nm). rhGAA ATB-200 se obtuvo de células CHO, y se purificd. Lumizyme® se obtuvo de
una fuente comercial. Lumizyme® presentd un pico elevado a la izquierda de su perfil de elucién. rhGAA ATB-200
presentaba cuatro picos prominentes de elucion a la derecha de Lumizyme® (Fig. 8). Esto confirma que rhGAA ATB-
200 se fosforilé en mayor medida que Lumizyme®, ya que esta evaluacién es por carga terminal en lugar de afinidad
por CIMPR.

Caracterizacion de oligosacaridos de rhGAA ATB-200

Se evaluaron glicanos de rhGAA ATB-200 y Lumizyme® purificados mediante MALDI-TOF para determinar las
estructuras de glicano individuales encontradas en cada ERT (Fig. 9). Se encontré que las muestras de ATB-200
contenian cantidades ligeramente menores de N-glicanos de tipo con alto contenido de manosa no fosforilados que
Lumizyme®. El mayor contenido de glicanos de M6P en ATB-200 que en Lumizyme, direcciona rhGAA ATB-200 a
células musculares mas efectivamente. El alto porcentaje de estructuras monofosforiladas y bisfosforiladas,
determinado por MALDI, concuerda con los perfiles de CIMPR, que ilustraron una unién significativamente mayor de
ATB-200 al receptor CIMPR. El andlisis de N-glicanos mediante espectrometria de masas MALDI-TOF confirmé que,
en promedio, cada molécula de ATB200 contiene al menos una estructura de N-glicano bis-M6P natural. Este
contenido de N-glicano bis-M6P mayor en rhGAA ATB-200 se correlacionaba directamente con una union de alta
afinidad a CIMPR en ensayos de unién en placa de receptor M6P (Kp aproximadamente 2-4 nM) Figura 10A.

Caracterizacion de la afinidad por CIMPR de ATB-200

Ademas de tener un mayor porcentaje de rhGAA que puede unirse al CIMPR, es importante entender la calidad de
esa interaccion. La unién al receptor de Lumizyme® y rhGAA ATB200 se determiné usando un ensayo de unién en
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placa a CIMPR. Brevemente, para capturar GAA, se utilizaron placas recubiertas con CIMPR. Se aplicaron
concentraciones variables de rhGAA al receptor inmovilizado, y la rhGAA no unida se eliminé por lavado. La cantidad
de rhGAA restante se determin6é mediante la actividad de GAA. Como se muestra mediante la Fig. 10A, la rhGAA ATB-
200 se uni6é a CIMPR significativamente mejor que Lumizyme.

La Fig. 10B muestra el contenido relativo de glicanos bis-M6P en Lumizyme, una rhGAA convencional, y ATB-200
segun la invencidn. Para Lumizyme®, en promedio, solo el 10% de las moléculas tienen un glicano bisfosforilado.
Comparese esto con ATB-200, en la que, en promedio, cada molécula de rhGAA tiene al menos un glicano
bisfosforilado.

rhGAA ATB-200 se internalizé més eficientemente mediante fibroblasto que Lumizyme.

La captacién celular relativa de las rhGAA ATB-200 y Lumizyme® se compard utilizando lineas celulares de fibroblastos
normales y de Pompe. Las comparaciones incluyeron 5-100 nM de rhGAA ATB-200 segun la invencién con 10-500 nM
de rhGAA convencional Lumizyme®. Después de 16 horas de incubacién, la rhGAA externa se inactivé con TRIS base,
y las células se lavaron 3 veces con PBS antes de la recoleccién. La GAA internalizada se midié mediante hidrélisis
de 4MU-a-glucosido y se representd graficamente en relacién con la proteina celular total y los resultados aparecen
en la Fig. 11.

También se mostré que rhGAA ATB-200 se internaliza de manera eficiente en las células (Figura 11A y 11B),
respectivamente, muestran que rhGAA ATB-200 se internaliza en células de fibroblastos tanto normales como de
Pompe, y que se internaliza en mayor grado que la rhGAA convencional Lumizyme®. rhGAA ATB-200 satura los
receptores celulares a alrededor de 20 nM, mientras que se necesita alrededor de 250 nM de Lumizyme®. La constante
de eficiencia de absorcién (Kabsorcion) €xtrapolada a partir de estos resultados es de 2-3 nm para ATB-200 y de 56 nM
para Lumizyme® como se muestra mediante la Fig. 11C. Estos resultados sugieren que rhGAA ATB-200 es un
tratamiento bien dirigido contra la enfermedad de Pompe.

Seccion ll: Estudios preclinicos

La rhGAA ATB-200 con glicosilacion superior era significativamente mejor gue el tratamiento de referencia de
ERT para aclaramiento de glicogeno en musculos esqueléticos de ratones con supresion de GAA

Como se ha explicado anteriormente, la terapia de reemplazo enzimatico (ERT) usando GAA humana recombinante
(rhGAA) es el Unico tratamiento aprobado disponible para la enfermedad de Pompe. Esta ERT requiere el hidrato de
carbono especializado manosa-6-fosfato (M6P) para la absorcién celular y el suministro posterior a lisosomas por
medio de receptores M6P independientes de catién (CIMPR) de la superficie celular. Sin embargo, la ERT de rhGAA
actual contiene bajas cantidades de M6P que limitan el direccionamiento del farmaco y la eficacia en tejidos relevantes
para la enfermedad. Los inventores desarrollaron una linea celular de produccién y un proceso de fabricaciéon que dan
rhGAA (designada como rhGAA ATB-200) con una glicosilacion superior y un contenido de M6P mayor que la rhGAA
convencional, particularmente la estructura de N-glicano bis-M6P de alta afinidad, para un direccionamiento de
farmaco mejorado. rhGAA ATB-200 se une al CI-MPR con alta afinidad (KD~ 2-4 nM) y se internaliz6 eficientemente
mediante fibroblastos de Pompe y mioblastos de musculo esquelético (Kabsorcion ~7-14 nM).

rhGAA ATB-200 aclara el glicégeno significativamente mejor que Lumizyme® en musculo esquelético. Se evaluaron
los efectos de administrar Lumizyme® y rhGAA ATB-200 para el aclaramiento de glicbgeno en ratones con supresion
de GAA. Alos animales se les dieron dos administraciones por bolo IV (cada dos semanas); los tejidos se recogieron
dos semanas tras la dUltima dosis y se analizaron para la actividad GAA y el contenido de glicégeno (Fig. 12). rhGAA
ATB- 200 y rhGAA de Lumizyme® eran igualmente efectivas para aclarar glicégeno en el corazén (Fig. 12A). Como se
muestra en las Fig. 12B y 12C, rhGAA ATB-200 a 5 mg/kg era equivalente a rhGAA de Lumizyme® a 20 mg/kg para
reducir el glicogeno en musculos esqueléticos; ATB-200 dosificada a 10 y 20 mg/kg era significativamente mejor que
Lumizyme® para aclarar el glicégeno en musculos esqueléticos.

Fundamento para la administracion conjunta de rhGAA ATB-200 con AT2221 (tecnologia CHART)

Una chaperona se une a y estabiliza la ERT de rhGAA, aumenta la absorcién de enzima activa en tejidos, mejora la
tolerabilidad y mitiga potencialmente la inmunogenicidad. Como se muestra anteriormente, la estabilidad proteinica de
ERT en condiciones desfavorables se mejoraba sustancialmente usando CHART™. CHART: terapia de reemplazo
avanzada con chaperona, véase http://_www.amicusrx.com/chaperone.aspx (accedido por Ultima vez el 22 de
septiembre de 2015).

Como se muestra mediante las Fig. 13A y 13B, la estabilidad de ATB-200 se mejoraba significativamente mediante
AT2221 (miglustat, N-butil-desoxinojirimicina). El plegado de la proteina de rhGAA se monitorizé a 37 °C mediante
desnaturalizacién térmica en tampones neutros (pH 7,4 - entorno de plasma) o acidos (pH 5,2 - entorno lisosomal).
AT2220 estabilizé la proteina de rhGAA en tampén de pH neutro a lo largo de 24 horas.
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Administracion conjunta de Myozyme® con AT2221 (miglustat) en comparacién con la administracion conjunta
de rhGAA ATB-200 con miglustat

Ratones con supresion de GAA de doce semanas de edad tratados con Lumizyme® o ATB200, 20 mg/kg IV cada dos
semanas 4 inyecciones; miglustat se administré conjuntamente a 10 mg/kg PO, 30 min antes de rhGAA tal como se
indica. Los tejidos se recogieron 14 dias después de la Ultima dosis de enzima, para medir el glucégeno. La Fig. 14
muestra la reduccion relativa de glicbgeno en musculo esquelético, cuadriceps y triceps.

Reduccion del glicogeno tisular con rhGAA ATB-200 administrada conjuntamente con chaperona
farmacolégica AT2221 (miglustat).

Se encontré que la combinacién de una chaperona farmacolégica y rhGAA ATB-200 potenciaba el aclaramiento de
glicégeno in vivo. A ratones con supresion de GAA se les dieron dos administraciones por bolo 1V de rhGAA a 20
mg/kg cada 2 semanas. La chaperona farmacolégica AT2221 se administré por via oral 30 min antes de rhGAA a dosis
de 0,1, 2y 10 mg/kg. Los tejidos recogieron dos semanas tras la Ultima dosis de ERT y se analizaron para la actividad
GAA, el contenido de glicdgeno de glicégeno especifico celular y la proliferacién al lisosoma.

Como se muestra mediante la Fig. 15, los animales que reciben ATB200 + chaperona AT2221 presentaban un
aclaramiento de glicégeno potenciado de musculo cuadriceps. rhGAA ATB-200 (20 mg/kg) redujo el glicbgeno mas
que la misma dosis de Lumizyme® y cuando se combind rhGAA ATB-200 con 10 mg/kg de AT2220 se alcanzaron
niveles casi normales de glicégeno en el muisculo.

Como se muestra mediante las Fig. 16A y 16B, a diferencia de la rhGAA convencional, que mostraba una reduccién
de glicégeno limitada (indicada mediante una sefial PAS punteada abundante), rhGAA ATB-200 sola mostré una
disminucién significativa en las sefiales PAS. La administracién conjunta con 10 mg/kg de miglustat dio como resultado
una reduccion adicional sustancial en el sustrato. La TEM revel6é que la mayoria del glicdgeno en los lisosomas era
material unido a membrana, electronicamente denso, lo que corresponde a las sefiales PAS punteadas. La
administracién conjunta de rhGAA ATB-200 con miglustat redujo el nimero, el tamafio y la densidad de lisosomas que
contienen sustrato lo que sugiere un suministro direccionado de rhGAA ATB-200 a las células musculares y un
suministro posterior a los lisosomas.

A partir del estudio (inyeccién de 2 bolos IV cada 2 semanas) mostrado anteriormente, los tejidos se procesaron para
la proliferacion lisosomal usando un marcador LAMP 1, la regulacién por incremento es otro sello distintivo de la
enfermedad de Pompe. LAMP: proteina de membrana asociada a lisosoma. A partir del estudio (inyeccion EOW de 2
bolos 1V) mostrado anteriormente, se procesé tejido de séleo para tincidon con LAMP 1 en secciones adyacentes y
anticuerpo especifico de fibras de tipo | (NOQ7.5.4D) en secciones adyacentes (Fig. 16C y 16D). rhGAA ATB-200 da
como resultado una reduccién de LAMP1 mas sustancial en comparacion con rhGAA convencional, conduciendo las
reducciones a niveles observados en animales WT (Figura 16C).

Ademas, a diferencia de rhGAA, en la que el efecto esta restringido en su mayoria a fibras de tipo | (contraccién lenta,
marcado con asteriscos), rhGAA ATB-200 condujo también a una reduccién significativa en sefiales de LAMP1 en una
fraccién de fibras de tipo Il (contraccién) (cabezas de flecha rojas) (Figura 16D). De manera importante, la
administracién conjunta con miglustat mejor6 adicionalmente la reduccién mediada por ATB-200 de la proliferacion de
LAMP1 en la mayoria de las fibras de tipo Il (Fig. 16C y 16D). Como resultado, no parecié haber una diferencia
especifica del tipo de fibras significativa en el nivel de sefiales de LAMP1. Se extrajeron conclusiones similares de
cuadriceps y diafragma (datos no mostrados).

En un estudio independiente y disefiado de manera similar, se examiné el efecto de ATB-200 = AT2221 a lo largo de
un periodo més largo con 4 inyecciones de bolo IV bisemanalmente. En el corazén, el alimacenamiento de glicogeno
principal en los cardiomiocitos se aclar6 facilmente mediante la administracién repetida de o bien rhGAA o bien ATB-
200 hasta niveles vistos en animales naturales (WT) (Fig. 17A). Sin embargo, el sustrato en células de musculo liso
cardiaco parece aclararse preferiblemente mediante rhGAA ATB-200, lo que sugiere una biodistribucion
potencialmente mas amplia de ATB-200 en comparacién con rhGAA (los asteriscos marcan la luz de vasos sanguineos
cardiacos). De manera importante, la administracién conjunta con miglustat mejor6é adicionalmente la reduccion
mediada por ATB-200 de la proliferacién de LAMP1.

Estos resultados muestran que rhGAA ATB-200, que tiene niveles mayores de M6P y bis-M6P en sus N-glicanos,
selecciona como diana eficientemente CIMPR en musculo esquelético. rhGAA ATB-200 también tienen N-glicanos de
tipo complejo bien procesados que minimizan el aclaramiento no productivo in vivo, tiene propiedades
farmacocinéticas favorables para su uso in vivo y presenta un buen direccionamiento a tejidos musculares clave in
vivo. También muestran que rhGAA ATB-200 es mejor que el tratamiento de referencia convencional, Lumizyme, para
reducir el glicégeno en tejido muscular y que una combinacién de rhGAA ATB-200 y chaperona AT2221 mejora
adicionalmente la eliminacion de glicogeno de tejidos diana y mejora la patologia muscular.
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Phe

Val

Leu

Glu

Leu

405

Phe

Arg

Gly

Thr

The

485

Asp

Ile

Cys

Gly

Leu

565

Ile

val

val

Cys

Asn

3380

Asp

Arg

Tyr

Ser

Asn

470

ala

Met

Asp

Pro

Gly

550

Ser

Ala

Ile

Gly

375

Met

Tyx

Mat

Tyxr

455

Glu

Pha

val

Met

Asn

535

Thr

Thx

Ser

Ser

ES30171347T3

Tyr
360

Trp

Thr

Phe

Met

440

Arg

Thr

Pro

Ala

Asn

520

Asn

Leu

His

Bis

Arg

Fro

Gly

Aryg

Asp

Pro

425

Ile

Pra

Gly

asgp

Glu

503

Glu

Glu

Gln

Tyx

Arg

583

Ser

Phe

Tyr

Ala

Ser

410

Ala

val

Tyx

Gln

Pha

490

Phe

Pro

Leu

Ala

Asn

570

Ala

Thr

20

Met

Ser

His

355

Arg

Met

Asp

Asp

Pro

475

Thy

His

Sar

Glu

Ala

555

Lew

Lenu

Phe

Pro

Sexr

380

Phe

Arg

val

Pro

Glu

460

Leu

agn

ASp

Asn

Agn

540

Thr

His

val

Ala

Pro

365

Thr

Pro

Asp

Gln

Ala

443

Gly

Ile

Pro

Gln

FPhe

525

Pro

Ile

Asn

Lys

Gly

Tyr

Ala

Leu

Phe

Glu

430

Ile

Leu

Gly

Thr

vVal

510

Ile

Fro

Cys

Leu

Ala

580

His

Trp

Ile

Asp

Thr

415

Leu

Ser

hry

Lys

Ala

485

Pro

Arg

Tyx

Ala

Tyx

575

Arg

Gly

Gly

Thx

val

440

Phe

His

Ser

Arg

val

430

Leu

Phe

Gly

Yal

Sar

560

Gly

Gly

Arg



Tyr

Ala

623

Leu

A3

Glu

Leu

705

Glu

Thx

Thr

Leu

Ser

785

Glu

His

Thr

Ala

810

Ser

Val

Cys

His

Pro

690

Leau

Thr

T

Pro

Gly

770

Leu

Gly

Leu

Thr

595

Gly

Sex

Gly

Val

Agn

875

Ala

Pro

val

Thx

val

755

The

Pro

[£X% ¢4

Arg

Glu
835

His

val

Ala

Arg

€60

Ser

Gln

Bisg

Ala

val

740

Leu

Trp

Pro

Tep

Ala

820

Ser

Trp

Pro

Asp

645

Trp

Gln

Leuy

Arg

723

Asp

Gln

Tyr

Pro

val

805

Gly

Arg

Thr

Glu

630

val

Thr

Leu

Ala

Tyx

710

Pro

Hig

Ala

Asp

Pro

798

Thr

Tyxr

Gln

Gly

615

Ile

Cys

Gln

Ser

Met

695

Thr

Leau

Gln

Gly

Lew

775

Ala

Leuw

Ile

Gln

ES30171347T3

6Q0

Asp

Leuw

Gly

leu

Lau

680

Arg

Leu

Phe

Leu

Lys

760

Gln

Ala

Pro

Ile

Pro
840

Val

Gln

Fhe

Gly

€65

Pro

Lys

Phe

Leu

Lau

745

Als

The

Pro

ala

Pro

825

Met

Tep

phe

Leu

650

ala

Gln

Ala

Hig

GElu

730

Trp

Glu

val

axg

Pro

810

Leu

Ala

21

Sexr

Asn

635

Gly

Phe

Glu

Leu

Gin

715

Phe

Gly

Yal

rro

Glu

795

Ley

Gln

Leu

Ser

620

Leu

Asn

Tyxr

Pro

Thr

700

Ala

Pro

Glu

Thy

Ile

780

Pro

Asp

Gly

Ala

605

Trp

Leu

Thr

Pro

Tyx

685

Leu

His

Lys

Ala

Gly

765

Glu

Ala

Thx

Pro

val
8453

Glu

Gly

Ser

Phe

670

Ser

Arg

val

Asp

Leu

750

Tyr

Ala

Ile

Ile

Gly

830

Ala

Gln

val

Glu

655

Met

Phe

Tyr

Ala

Ser

733

Leau

Phe

Ley

His

Asr

815

Leu

Leu

Leu

Pro

640

Glu

Arg

Ser

Ala

Gly

720

Sar

Ile

Pro

Gly

Ser

800

Val

Thr

Thr
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Lys Gly Gly Glu Ala Arg Gly Glu Leu Phe Trp Agp Asp Gly Glu Ser
850 855 860

Leu Glu Val Leu Glu Arg Gly Ala Tyr Thr Gln Val Ile Phe Leu Als
865 870 875 880

Arg Asn Asn Thr Ile Val Asn Glu Leu Val Arg Val Thr Ser Glu Gly
885 830 825

Ala Gly Leu Gln Leu Gls Lys Val Thr Val Leu Gly Val Ala Thr Ala
300 905 10

Pro Gln Gln vVal Leu Ser Asn Gly val Pro val Ser Asn Phe Thr Tyx
815 920 925

Ser Pro Asp Thr Lys Val Leu Asp Tle Cys Val Ber Leu Leu Met Gly
830 235 240

Glu Gla Phe Leu Val Ser Trp Cys
845 850

<210> 2

<211> 3624

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (220)..(3078)

<223> ARNm de GAA de H. sapiens para alfa-glucosidasa lisosomal (maltasa

acida); GenBank: Y00839.1

<400=> 2
cagttgggaa agetgaggtt gtogeegggg cogegggtgg aggtegggga tgaggoagea &0
ggtaggacag tgacctegot gacgogaagyg acooeggecsa octotaggtt cteoctegtee 120
gaecegttgtt cageogaggga ggoteotggge ctgocgeage tgacggggaa actgaggeac 18¢
ggagegggee tgtaggaget gtocaggeca totecaace atg gga gtg agyg cac 234
Met Gly Val Arg His
1 5
cog coc tgoe too cac cgg cte ctg goo gte tge goe cote gtg toe tty 282
Pro Pro Cys Ser His Arg Leu Leu Ala Val Cys Ala Leu Val Ser Leun
10 15 20
gca ace got gea cto ckg ggg cac atce c¢ta cte cat gat tbto ctg ctg 330
Ala Thr Ala Ala Leun Leu Gly His Ile Leu Leu His Asp Phe Leu Leu
25 30 35
gtt coc cga gag otg agt gge toe tee cea gto ctg gag gag act cac 378
Val Pro Arg Glu Leu Ser Gly Ser Ser Pro Val Leu Glu Glu Thr His
40 45 50

22



cca
Pro

gca
Ala
70

cce
Pro

cag
Gln

cag
Gln

ccc
Pro

gce
Ala
150

acce
Thr

acg
Thr

ceg
Pro

tece
Ser

gtg
val
230

ctt

Leu

gag
Glu

ctg
Leu

tct
Ser

gct
Ala
55

cac
His

aac
Asn

tge
Cys

gga
Gly

agc
Ser
135

acc
Thr

ctg
Leu

atc
Ile

cgt
Arg

gag
Glu
215

ctg
Leu

cag
Gln

cac
His

tgg
Trp

cac
His
295

cac
His

ccc
Pro

age
Ser

gag
Glu

gecc
Ala
120

tac
Tyr

ctg
Leu

cgg
Arg

aaa
Lys

gte
Val
200

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

cte
Leu

aac
Asn
280

cct
Pro

cag
Gln

ggc
Gly

cge
Arg

gcec
Ala
105

cag
Gln

aag
Lys

acc
Thr

ctg
Leu

gat
Asp
185

cac
His

ccc
Pro

aac
Asn

tce
Ser

agt
Ser
265

cgg
Arg

ttc
Phe

cag
Gln

cgt
Arg

ttec
Phe
90

cge
Arg

atg
Met

ctg
Leu

cgt
Arg

gac
Asp
170

cca
Pro

agc
Ser

tte
Phe

gac
Asp

tac
Tyr

gga
Gly

cce
Pro
75

gat
Asp

gge
Gly

999
Gly

gag
Glu

acc
Thr
155

gtg
val

gct
Ala

cgg
Arg

999
Gly

acg
Thr
235

tcg

Ser

ctg
Leu

ctt
Leu

ctg
Leu

gee
Ala
60

aga
Arg

tge
Cys

tge
Cys

cag
Gln

aac
Asn
140

acc
Thr

atg
Met

aac
Asn

gca
Ala

gtg
val
220

gtg
val

ctg
Leu

atg
Met

gcg
Ala

gcg
Ala
300

ES30171347T3

agc
Ser

gca
Ala

gce
Ala

tgc
Cys

cece
Pro
125

ctg
Leu

ccc
Pro

atg
Met

agg
Arg

ccg
Pro
205

atc
Ile

gcg
Ala

ccc
Pro

ctec
Leu

ccc
Pro
285

ctg
Leu

aga
Arg

gtg
val

cct
Pro

tac
Tyr
110

tgg
Trp

agc
Ser

acc
Thr

gag
Glu

cgce
Arg
190

tce
Ser

gtg
val

ccc
Pro

tcg
Ser

age
Ser
270

acg

Thr

gag
Glu

cca ggg
Pro Gly

ccc aca
Pro Thr
80

gac aag
Asp Lys
95

atc cct
Ile Pro

tge tte
Cys Phe

tcc tct
Ser Ser

tte tte
Phe Phe
160

act gag
Thr Glu
175

tac gag
Tyr Glu

cca cte
Pro lLeu

cac cgg
His Arg

ctg ttc
Leu Phe
240

cag tat
Gln Tyr
Z55

acc agce
Thr Ser

ccc ggt
Pro Gly

gac ggc
Asp Gly

23

cce
Pro
65

cag
Gln

gee
Ala

gca
Ala

tte
Phe

gaa
Glu
145

ccc
Pro

aac
Asn

gtg
vVal

tac
Tyr

cag
Gln
225

ttt
Phe

atc
Ile

tgg
Trp

gcg
Ala

999
Gly
305

cgg
Arg

tge
Cys

atc
Ile

aag
Lys

cca
Pro
130

atg
Met

aag
Lys

cge
Arg

ccc
Pro

agc
Ser
210

ctg
Leu

gcg
Ala

aca
Thr

acc
Thr

aac
Asn
290

tcg
Ser

gat
Asp

gac
Asp

acc
Thr

cag
Gln
115

cce
Pro

ggc
Gly

gac
Asp

cte
Leu

ttg
Leu
195

gtg
val

gac
Asp

gac
Asp

ggc
Gly
agg
275

cte
Leu

gca
Ala

gcc
Ala

gtc
val

cag
Gln
100

gg9g
Gly

agc
Ser

tac
Tyr

atc
Tle

cac
His
180

gag
Glu

gag
Glu

ggce
Gly

tac
Tyr

cac
His

cag
Gln

cce
Pro
85

gaa
Glu

ctg
Leu

tac
Tyr

acg
Thr

ctg
Leu
165

tte
Phe

acc
Thr

tte
Phe

cge
Arg

ttc
Phe
245

gcc
Ala

acc
Thr

ggg9
Gly

ggg
Gly

426

474

522

570

618

666

714

762

858

906

954

1002

1050

1098

1146



gtg
Val
3190

et
Pro

tte
Phe

gtg
Val

tge
Cys

aac
Asn
390

gac
Asp

°gy
Arg

tac
Tyx

age
Ser

aac
Asn
470

goa
Ala

atg
Met

gac
RAgp

fatelxd
Bro

g9
Gly

tte
Fha

goc
Ala

oty
Leu

aga
Gly

cge
Arg
375

aty
Met

tac
Tyx

gao
Asp

atyg
Met.

tac
Tyr
485

gay
Glu

tte
Phe

gty
val

atg
Melt

aac
Asn
B35

aod
Thr

ctg
Len

cktt
Leun

gge
Gly

tac
Tyz
360

tgy
Tep

ace
Thr

atg
Mat

tta
Phe

atg
Met
440

agg
Arg

aco
Thx

[=leln]
Pro

gok
ala

aac
Agn
520

aat
ABnX

cte
Leu

cta
Leu

age
Ser

oea
Pro
345

cog
Pro

ggc
Gly

agyg
arg

gac
Asp

ooy
Pra
425

ate
Ile

oce
Prao

ggce
Gly

gac
Asp

gay
Glu
545

gag
Glu

gag
Glu

cag
Glin

aac
Asn

tgg
Trp
330

gag
Glu

tte
Phe

tac
Tyr

gee
Ala

tac
Sar
410

goc
Ala

gty
Val

tag
Tyxr

cag
Gln

tte
Phe
490

tte
Phe

act
Pro

ctg
Leun

gcg
Ala

age
Ser
315

399
Arg

cec
Pro

atg
Met

teo
Ser

cac
His
398

agg
Arg

aty
Met

gat
Asp

gac
Asp

ooy
Pro
475

ace
Thr

cat
His

Lo
Ser

gag
Glu

god
Ala

aat
asn

tog
Ser

aag
Lys

falelod
Pro

tce
Sar
380

ttc
Phe

agy
Arg

gty
val

faleid
Pro

gag
Glu
4890

ctg
Leuw

aac
Asn

gac
Asp

2ac
Asn

aac
Asn
540

ace
Thr

ES30171347T3

gou
Ala

aca
Thr

aga
Ser

aca
Pro
365

acao
Thx

cce
Pro

gac
Asp

aag
Gln

gee
Ala
445

ggt
Gly

att
Ile

cee
Pro

cagy
Gin

Lt
Phe
525

coR
Pro

ato
Ile

atg
Met

ggt
Gly

gty
val

350

tac
Tvr

gct
Ala

oty
Lau

thao
Phe

gag
Glu
430

atoc
Ile

ctyg
Leu

g9g
Gly

aca
Thr

gty
Val
51¢

ate
Ile

falaiod
Pro

tgt
Cys

gat
Asp

asy
Gly
338

gtyg
Val

tgy
Trp

atc
Ile

gac
Asp

acg
Thr
415

oty

Leu

age
Ser

oy
Arg

aag
Lys

gac
Ala
495

jalaie]
Pro

aga
Arg

tac
Tyr

gao
Ala

24

gtg
Val
320

ate
Ile

cag
Gln

gge
Gly

acc
Thr

gto
val
44D

tto
Phe

cac
Hig

aga
Ser

agg
Arg

gta
Val
480

fotols
Leu

tte
Phe

oge
Gly

gtg
val

tecao
BSar

gta
val

ctyg
Leu

cag
Glin

etyg
Leu

cgo
Arg
385

caa
Gln

aaq
Asn

cag
Gln

tog
Ser

g
Gly
485

tgg
Tep

gco
Ala

gac
Asp

tot
Ser

cct
Pro
548

age
Sex

ctyg
Leu

gat
Asp

tac
Tyr

ggc
Gly
370

cag
Gln

tgyg
Trp

aay
Lys

age
Gly

ggc
Gly
450

gtt
Val

cee
Pro

tgg
Trp

gge
Gly

gag
Glu
5390

9499
Gly

cae
Hisg

caqg
Gln

gta
val

ctyg
Leu
35%

tte
Phe

gtg
vVal

aac
Asn

gat
Asp

ggc
Gly
435

cot
Pro

tte
Phe

g99
Gly

tgg
Trp

atg
Mat
515

gac

Rsp

gtg
Val

vag
Gln

g
Pro

tac
Ty
340

gac
Asp

cac
HBis

gty
val

gac
Asp

ggc
Gly
420

ey
Axg

goo
Ala

ate
Lle

teco
Sex

gag
Glu
500

teg
Trp

gge
Gly

gt
val

ttt
Phe

age
Ser
325

ate
Ile

gttt
vVal

otg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
403

tta
Phe

cge
Arg

ogy
Gly

ace
Thr

act
The
485

gac
Asp

att
Ile

tge
Cys

99
Gly

cte
Leu

1164

1242

1280

1434

1482

1530

1578

1626

1674

1722

1770

1818

1866

1914
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550 555 560 1%
tcc aca caC tac Rac ctyg cac aac ctc tac ggo ctg acc gaa goc atc 1362
Ser Thr His Tyr Asn Leu His Asn Leun Tyr Gly Leu Thr Glu Ala Ile
570 575 580
goe tee cad agy gcyg otg gty aag got ogg ggg aca oge oea ttt gty 201¢
Ala Ser His Ary Ala Leu Val Lys Ala Arg Gly Thr Arg Pro Phe Val
585 590 585
atc tec oge teg ace ttt got gge cac gge cga tac goc gge cad tgg 2058
Ila Sexr Arg Ser Thr Phe Ala Gly His Gly Arg Tyr Ala Gly His Trp
£00 605 510
acg ¢ggg gac gtg tgg age toc tgg gag a3y cte goe tee toe ghg cca 2106
Thr Gly Asp Val Trp Ser Ser Trp Glu Gln Leu Ala Ser Ser Val Pro
615 620 3431
gaa atc ctg cag tit aac ctg ctg ggyg gtg cct ctg ghke gug gee gac 2154
Gly Il Leu Gln Phe Asn Leu Leu Gly Val Pro Leu Val Gly Ala Asp
£30 635 640 645
gte tge gygc tte ctg gge aac ace tca gag gag oty tgt gtg cge tgy 2202
Val Cys Gly Phe Leu Gly Asn Thr Ser flu Glu Leu Cys Val Arg Trp
850 855 660
aco cag okg g9y gee tio tac coo tte atg ogy aac cac 2ac agd otg 2259
Thr Gln Leu Gly Ala Phe Tyr Pro Phe Met Arg Besn His Asn Ser ILeu
665 870 675
cte agt ckg coc cag gag ccyg tac age tte ago gag oug 9o cag cag 2298
Leu Ser Leu Pro Gln Glu Pro Tyr Ser Fhe Ser Glu Pro Ala Gla Gin
680 8858 580
goc atg agg aag goc ¢kte acc otg cgoe tac goa etc cte coe cac cto 2346
Ala Met Arg Lys Ala Leu Thr Leu Arg Tyr Ala Leu Leu Pro His Leu
€95 700 T05
tac aca ctg tte cac cag goc cae gte gog ggg gay ace gtg goed cgy 2334
Tyr Thr Leu Phe Hig Gin Ala Hig Val Ala Gly Glu Thr Val Ala Arg
710 718 720 725
cee cte o otg gag tio oo asg gac tot ago ace tgg a’ct gtg gac 2442
Pro Leu Phe Leu Glu Phe Pro Lys Asp Ser Ser Thr Trp Thr Val Asp
730 738 740
cac cag cke ctg tgg ggy gag goc otg obe ate ace oea ghg cte cag 249%¢
His Gln Leu Leu Trp Gly Glu &Ala Leu Leu Ile Thr Pro Val Leu Gln
748 750 785
goo Qg A’y goc gaa gtg act ggoe tac tte coo thkg ggo aca tgg tac 2538
Ala Gly Lys Ala Glu Vval Thr Gly Tyr Phe Pro Leu Gly Thr Trp Tyr
760 7€5 770
gac ctg org acg gbg cca ata gag goc ottt gge a’ge chke aca coo coa 2586
Asp Leu Gln Thr ¥al Pro Ile Glu Ala leu Gly Ser Leu Pro Pro Pro
775 780 185
cct gea gob cee cgt gag cea gee ate cac age gag ggy cag tgg gty 2634
Pro Ala Ala Pro Brg Glu Pro Ala Ile His Ser Glu Gly Gln Typ Val
730 795 880 305
acg oty cog goc coe oty gac ace ate aac gte aaa ote cgg get gog 2682

25



10

Thr Leu Preo

tac atc atc
Tyr Ile Ile

cag cag oo
Gln Gln Pro
840

cga ggy gay
Arg Gly Glu

855

cga ggg goo
Arg Gly Ala

870

ES30171347T3

Als Pro Leu Asp Thr

810

Tle Asn Val

815

coe ctg cag gge coct gge cte aca
Pro Leu Gln Gly Pro Gly Leu Thr
830

825

atg gee ckg get gty goec ctg ace
Met Ala Leu Ala Val Ala Leu Thy

845

ctg ttc tgg gac gat gga gag agc
Leu Phe Trp Asp Asp Gly Glu Ser

860

tac aca cag gte ate tte ctg goo
Tyr Thr Gln Val Ile Phe lLeu Ala
875

gtg aat gag ctyg gta cgt gtg acc
Leu Val Arg Val Thr

Val Asn Glu

890

886

agt gag gga
Ser Glu Gly

835

cag aag gtg act gte ctg gge ghg goc acg gog
Thr Val Leu Gly Val Ala Thr Ala

Glo Lys Val

toe aac ggt
Ser Asn Gly
928

gte ctg gac

935

age tgg tgt
Ser Trp Cys

9540

%03

310

gtc cct gte toe aac ttc acc tac
Val Pro val Ser Asn Phe Thr Ty

825

ate tgt gto tog ctyg ttg atg gga
Val Leu Asp Ile Cys Val Ser Leu Leu Met Gly

2440

His Leu Arg

acc aca gag
Thr Thr Glu
835

aag ggt gga
Lys Gly Gly
850

ctg gaa gtg
Leu Glu Val
865

agg aat aac
Arg Asn Asn

get gge ctg
aAla Gly Leu

coa cag cag
Pro 3ln Gin
315

age oee gac
Ser Pro Asp
938

gag cag ttt
Glu Gln Phe
945

Ala Gly
820

tcoc cgoe
Ser Arg

gayg geco
Glu Ala

ctyg gag
Leu Glu

acg atc
Thr Ile
885

cag <ty
Gln Leu
500

gto cke
val Leu

acc aag
Thr Lys

cte gteo
Leu Val

tag cogggeggay tgtgttagtoe tetocagagyg gagyctgght

coccagggaa geagagoctyg tgtgegggoa

tgtcacctygy
gggccgygyge
geeggggect
ttgecoggeat
gggtgcoteag
geogcaacge
agoctgggaa

ttttaataaa
<210>3
<211> 952

<212> PRT

agetgggeac
tcetggecoece
ggagggetge
gogggtagta
gtggaggtgt
gacagoettoe
cteaggaaaa

aggggeattt

<213> Homo sapiens

<400> 3

taaccattac
aacgtgtceta
totgtgttaa
ttagocaccc
ggggtatgea
cggekbgooca
ttecacaggac

ggaate

geagotgtgt
aagacgocyge
ggagagotts
taagattgta
ccotocatet
cetgagotoc
gagggctgya

ttgggagatt

26

gegggectgg
atcegettgtt
cteooctagat
aggtttgeeeo
gttoccagea
tgettogege
tgoctgeegy

ctaaatetta

gggttgeatyg
tecaccotoat
cgoactgtgy
tectecaccty
coggagaagy
ctgetgetot
toccagagea

agtgeaatta

27390

27178

2826

2874

23922

2970

3018

3066

3118

2178

3238

3298

3358

3418

3478

3538

3598

3824
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende alfa-glucosidasa acida humana recombinante (rhGAA) producida mediante
células de ovario de hamster chino (CHO), en donde el 40 %-60 % de los N-glicanos totales en la rhGAA en la
composicién son N-glicanos de tipo complejo y en promedio los N-glicanos contienen mas de 3 moles de manosa-6-
fosfato (M6P) por mol de rhGAA.

2. La composicion de la reivindicacién 1, en donde la rhGAA en promedio porta 2,0 a 8,0 residuos de acido sialico por
mol de rhGAA.

3. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde en promedio los N-glicanos contienen mas
de 4 moles de acidos sialico por mol de rhGAA.

4. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde en contenido promedio de N-glicanos
que portan M6P oscila de 3,0 a 7,0 moles por mol de rhGAA.

5. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al menos 3 %-10 % de los glicanos
totales en la rhGAA estan en la forma de glicano con manosa-6-fosfato mono-fosforilado (mono-M6P), al menos del
0,5-3,0 % de los glicanos totales en la rhGAA estan en forma de un glicano con manosa-6-fosfato bis-fosforilado (bis-
MG6P), y en promedio menos del 25 % de la rhGAA total no contienen glicano fosforilado que se une a CIMPR.

6. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde al menos el 3 % de los glicanos totales
en la rhGAA son glicanos bis-M6P.

7. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde 45- el 55 % de los N-glicanos totales
en la rhGAA en la composicion son N-glicanos de tipo complejo.

8. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el 50 % de los N-glicanos totales en
la rhGAA son glicanos de tipo complejo.

9. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la rhGAA se produce mediante células
CHO transformadas con un constructo de ADN que codifica SEQ ID NO: 4.

10. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas una chaperona
farmacologica.

11. La composicién de la reivindicacién 10, en donde la chaperona farmacolégica se selecciona del grupo que consiste
en 1-desoxinojirimicina o una sal de la misma y N-butil-desoxinojirimicina o0 una sal de la misma.

12. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para su uso en el tratamiento de enfermedad
de Pompe.

13. La composicién para el uso de la reivindicaciéon 12, en donde dicha composicién se administra a (a) misculo
cardiaco del sujeto, (b) cuadriceps, triceps u otro musculo esquelético del sujeto, o (c) el diafragma del sujeto.

14. La composicién para el uso de la reivindicacion 12 o la reivindicacién 13, en donde dicha composicién se combina
con, se administra conjuntamente con, o se administra por separado junto con, una chaperona farmacolégica.

15. La composicion para el uso de la reivindicacién 14, en donde la chaperona farmacologica se selecciona del grupo
que consiste en 1-desoxinojirimicina o una sal de la misma y N-butil-desoxinojirimicina o una sal de la misma.
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o
Fig. 1A
Estructura y afinidad por el receplor para oligosacaridos
con alto contenido de manosa y fosforilados
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no fosforilado: {(Kyy ~ 7000 nM) {Kn =2 nM)

¥ ¥
Fig. 1B
Estructura quimica de manosa-G-losfato
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Estructura y dominios de unidn del CIMPR

Dominios de
union a MeP
7-8
Dominios de
gnidn a 1GF- - :
10-13 5
- o43p Oligosacarido
- con MBP
3
i Extracelular
e e
X SURN R : >, . 0%
\\M \ \\C zt&s&iacs

Fig. 34

Dominios de

- union a MeP

1-3

Ligandos; afinidad v ublcacidn in vive de tres receptores de

gheoproteing
Ligando Receptor Afinidad | Ubicacién
{nmolar}
Glicano 9
b;sfa§f0r;laﬁa CIMPR To-gas las
Glicano células
4 7.000
monofosforilade
Glicano con alto Receptor de ogb Macréfagos
contenido de manosa manosa Calulas dendriticas
Glicano cgmpie;o | 38‘3??10*’@3, e Hepatocitos
desialilado asialioglicoproteinag

Reforencia:8Tong ef al 1989; PTaylor ef al 1992: SSchwartz et af 1981

Fig. 3B
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Construccion del vector ATB200

+ Célula hospedadora: DG44

+ Vecior, pOptivec-110
orvector de Invitrogen |

t QSQ aa, peplido sefal poliA de TK - \
nativo 5

# Presion de examen: -HT, 500 nM
MTX EMCV-RES

Fig. 5
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Perfil de union a CIMPR de Lumizyme en comparacion con el de thGAA
ATB-200
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Optimizacion de la fabricacion para ATBZ00
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Medicion de 1a afinidad de union a CIMPR
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Comparacidn de oligosacaridos bisfosforilados

Glicano ”
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Fig. 10B
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Absorcian de CIMPR en fibroblastos normales
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Absorcidn de CIMPR en fibroblastos de Pompe
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Fig. 11C
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Aclaramiento de glicdgeno comparativo mediante thGAA ATB-200
y thGAA de Lumizyme en corazdn, musculos cuddriceps v triceps

Reduccidn de glicogeno en el corazon
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Fig. 124
Reduccitn de glicbgeno en el cuddriceps
Cuadriceps
4004 o
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&
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Fig. I2B
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Reduccion de glicdgeno en ef cuadriceps
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Fig. 12C
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Efectos de la temperatura sobre el plegado de thGAA
ATB-200 en presencia de chaperona AT2221

AT-B200 + AT2221
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Fig. 13B
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Comparacion del % de reduccion de glicogeno en ratones con supresion
de Gaa tras la administracion de Lumizyme o ATB200 (con o sin miglustat)

Enzima + chaperona Cuadriceps Triceps
Lumizyme sola
(20 mg/Kq) 4 14
ATB200 sola w
ATB200 + Miglustat (AT2221) o 7
{20 mgikg) + (10 mglkg) | |

Fig. 14

Aclararmiento de glicogeno en miscule cuddriceps mediante rhGAA
ATB-Z200 v chaperona AT-2221
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