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DESCRIPCION

Métodos y composiciones para la administracion al SNC de iduronato-2-sulfatasa
ANTECEDENTES

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

La barrera hematoencefalica (BBB) es un sistema estructural compuesta de células endoteliales que funciona
para proteger el sistema nervioso central (SNC) a partir de sustancias perjudiciales en la corriente sanguinea, tales
como bacterias, macromoléculas (por ejemplo, proteinas) y otros moléculas hidrofilicas, al limitar la difusion de tales
sustancias a través del BBB y hacia el liquido cefalorraquideo subyacente (LCR) y el SNC.

Hay varias formas de eludir el BBB para mejorar el suministro cerebral de un agente terapéutico que incluye
inyeccion intracraneal directa, permeabilizacion transitoria del BBB y modificacion del agente activo para alterar la
distribucién del tejido. La inyeccion directa de un agente terapéutico en el tejido cerebral evita la vasculatura por
completo, pero sufre principalmente el riesgo de complicaciones (infeccidén, dafo tisular, respuesta inmune)
ocasionadas por las inyecciones intracraneales y la mala difusiéon del agente activo desde el sitio de administracion.
Hasta la fecha, la administracion directa de proteinas en la sustancia cerebral no ha logrado un efecto terapéutico
significativo debido a las barreras de difusion y al volumen limitado de terapia que se puede administrar. La difusion
asistida por conveccion se ha estudiado mediante catéteres colocados en el parénquima cerebral mediante infusiones
lentas a largo plazo (Bobo, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 91, 2076-2080 (1994); Nguyen, et al. J. Neurosurg. 98,
584-590 (2003)), pero actualmente no hay terapias aprobadas que usen este enfoque para la terapia a largo plazo.
Ademas, la colocacion de catéteres intracerebrales es muy invasiva y menos deseable como alternativa clinica.

Inyeccion intratecal (IT), o administracion de proteinas al liquido cefalorraquideo (LCR), también se ha
intentado, pero aun no ha dado el éxito terapéutico. Un desafio importante en este tratamiento ha sido la tendencia
del agente activo a unir muy fuertemente el revestimiento ependimario del ventriculo, lo que evitd su posterior difusién.
Actualmente, no existen productos aprobados para el tratamiento de enfermedades genéticas cerebrales mediante
administracion directa al LCR.

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

Muchos trastornos de almacenamiento lisosomal afectan el sistema nervioso y por lo tanto demuestran
desafios Unicos en el tratamiento de estas enfermedades con terapias tradicionales. A menudo hay una gran
acumulacién de glicosaminoglicanos (GAG) en las neuronas y meninges de las personas afectadas, lo que lleva a
diversas formas de sintomas del SNC. Hasta la fecha, ningun sintoma del SNC resultante de un trastorno lisosémico
se ha tratado con éxito por ningun medio disponible.

Por lo tanto, sigue habiendo una gran necesidad de administrar eficazmente agentes terapéuticos al cerebro.
Mas particularmente, existe una gran necesidad de un suministro mas efectivo de agentes activos al sistema nervioso
central para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un enfoque eficaz y menos invasiva para la entrega directa de agentes
terapéuticos para el sistema nervioso central (SNC). La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento
inesperado de que una enzima de reemplazo (iduronato-2-sulfatasa (12S)) para una enfermedad de almacenamiento
lisosomal (Sindrome de Hunter) se puede introducir directamente en el liquido cefalorraquideo (LCR) de un sujeto que
necesita tratamiento en una alta concentracion (mayor de 10 mg/ml) de tal manera que la enzima se difunde de manera
efectiva y extensa a través de varias superficies y penetra en varias regiones del cerebro, incluidas las regiones del
cerebro profundo. Méas sorprendentemente, los presentes inventores han demostrado que dicho suministro de alta
concentracion de proteinas se puede realizar usando soluciones salinas simples o formulaciones basadas en
tampones y sin inducir efectos adversos sustanciales, como una respuesta inmune severa, en el sujeto. Por lo tanto,
la presente invencion proporciona un enfoque altamente eficiente, clinicamente deseable y amigable para el paciente
para el suministro directo del SNC para el tratamiento de diversas enfermedades y trastornos que tienen componentes
del SNC, en particular, enfermedades de almacenamiento lisosémico. La presente invencion representa un avance



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 895655 T3

significativo en el campo de la focalizacion del SNC y la terapia de reemplazo enzimatico.

Como se describe en detalle a continuacién, los presentes inventores han desarrollado con éxito
formulaciones estables para la eficacia de la administracion intratecal (IT) de una proteina de la iduronato-2-sulfatasa
(12S) para su uso en un método para tratar el sindrome de Hunters en un sujeto. De hecho, las formulaciones estables
de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para la administracion del SNC a través de administraciones
intratecales (por ejemplo, IT-Lumbar, IT-cisterna magna) para inyeccion directamente al SNC y/o LCR.

Especificamente, la invenciéon proporciona una formulacion a base de soluciéon salina o tampén que
comprende 10 mg/ml o mas de iduronato-2-sulfatasa (12S) para su uso en un método para tratar el sindrome de
Hunters en un sujeto en donde dicho método comprende administrar directamente dicha formulacién en el liquido
cefalorraquideo de dicho sujeto mediante administracion intraparenquimatosa, intracerebral, intraventricular cerebral
(ICV) o intratecal (IT). En algunas realizaciones, la proteina 12S estd presente en o hasta una concentracion
seleccionada de 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml, 35 mg/ml, 40 mg/ml, 45 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70
mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml o 300 mg/ml.

En diversas realizaciones, la presente invencion incluye una formulacién a base de solucion salina o tampén
de cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, en donde la proteina de 12S comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la proteina de 12S comprende una secuencia
de aminoacidos al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 98% idéntica a la SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, la formulacion a base de solucién salina o tampén de cualquiera de las realizaciones descritas en la
presente para su uso de acuerdo con la invencién incluye NaCl presente en una concentracion que varia de
aproximadamente 0-300 mM (por ejemplo, 0-250 mM, 0-200 mM, 0- 150 mM, 0-100 mM, 0-75 mM, 0-50 mM o 0-30
mM). En algunas realizaciones, el NaCl esta presente en una concentracidon que varia de aproximadamente 137-154
mM. En algunas realizaciones, el NaCl esta presente en una concentracion de aproximadamente 154 mM.

En diversas realizaciones, la presente invencion incluye una formulacién a base de solucién salina o tampdn
de cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento para su uso de acuerdo con la invencién, en
donde el tensioactivo polisorbato se selecciona del grupo que consiste en polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato
60, polisorbato 80 y combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el tensioactivo de polisorbato es polisorbato
20. En algunas realizaciones, el polisorbato 20 esta presente a una concentracion de aproximadamente 0,005%.

En varias realizaciones, la presente invencion incluye una formulacion a base de solucién salina o tampén de
cualquiera de las realizaciones descritas en la presente para su uso de acuerdo con la invencion, en donde la
formulacion comprende ademas un agente tampén. En algunas realizaciones, el agente tampoén se selecciona del
grupo que consiste de fosfato, acetato, histidina, succinato, Tris y combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, el agente tampodn es fosfato. En algunas realizaciones, el fosfato esta presente a una concentracién de
no mas de 50 mM (por ejemplo, de no mas de 45 mM, 40 mM, 35 mM, 30 mM, 25 mM, 20 mM, 15 mM, 10 mM o 5
mM). En algunas realizaciones, el fosfato esta presente a una concentracion de no mas de 20 mM. En varios aspectos,
la invencion incluye una formulacion a base de solucion salina o tampén de cualquiera de las realizaciones descritas
en la presente para su uso de acuerdo con la invencién, en donde la formulacién tiene un pH de aproximadamente 3-
8 (por ejemplo, aproximadamente 4-7,5, 5-8, 5-7,5, 5-6,5, 5-7,0, 5,5-8,0, 5,5-7,7, 5,5-6,5, 6-7,5 o0 6-7,0). En algunas
realizaciones, la formulacion tiene un pH de aproximadamente 5,5-6,5 (por ejemplo, 5,5, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4 0 6,5).
En algunas realizaciones, la formulacién tiene un pH de aproximadamente 6,0.

En algunas realizaciones, la presente invencion incluye una formulacion a base de solucién salina o tampén
para la administracion intratecal para su uso de acuerdo con la invencion que comprende una proteina iduronato-2-
sulfatasa (I12S) a una concentracion que varia de aproximadamente 10-300 mg/ml, NaCl a una concentraciéon de
aproximadamente 154 mM, polisorbato 20 en una concentracién de aproximadamente 0,005% y un pH de
aproximadamente 6,0. En algunas realizaciones, la proteina de I12S esta a una concentracion de aproximadamente 10
mg/ml. En algunas realizaciones, la proteina 12S esta a una concentracion de aproximadamente 30 mg/ml, 40 mg/ml,
50 mg/ml, 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml o 300 mg/ml.

En varios aspectos, la presente invencion incluye un recipiente que comprende una unica forma de
dosificacion de una formulacién a base de solucién salina o tampdn en diversas realizaciones descritas en el presente
documento para su uso de acuerdo con la invencién. En algunas realizaciones, el recipiente se selecciona de una
ampolla, un vial, una botella, un cartucho, un depésito, un lyo-ject o una jeringa precargada. En algunas realizaciones,
el recipiente es una jeringa precargada. En algunas realizaciones, el recipiente es una jeringa precargada. En algunas
realizaciones, la jeringa precargada se selecciona de jeringas de vidrio de borosilicato con recubrimiento de silicona,
jeringas de vidrio de borosilicato con silicona, o jeringas de resina plasticas. En algunas realizaciones, la formulacion
a base de solucion salina o tampon esta presente en un volumen de menos de aproximadamente 50 ml (por ejemplo,
menos de aproximadamente 45 ml, 40 ml, 35 ml, 30 ml, 25 ml, 20 ml, 15 ml, 10 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2,5 ml, 2,0 ml, 1,5
ml, 1,0 ml o 0,5 ml). En algunas realizaciones, la formulacién a base de solucion salina o tampon esta presente en un
volumen de menos de aproximadamente 3,0 ml.
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La presente invencion incluye métodos para tratar el sindrome de Hunters que incluyen la etapa de
administrar por via intratecal a un sujeto con necesidad de tratamiento una formulacién de acuerdo con cualquiera de
las realizaciones descritas en este documento.

En algunas realizaciones, la presente invencién incluye una formulacién que comprende una proteina de la
iduronato-2-sulfatasa (I12S) a una concentracion que varia de aproximadamente 10-300 mg/ml, NaCl a una
concentracion de aproximadamente 154 mM, polisorbato 20 a una concentracion de aproximadamente 0,005%, y un
pH de aproximadamente 6 para su uso de acuerdo con la invencién.

En algunas realizaciones, los resultados de la administracion intratecal en ausencia de efectos adversos
sustanciales (por ejemplo, severa respuesta inmune) en el sujeto. En algunas realizaciones, la administracion intratecal
no da como resultado una respuesta inmune mediada por células T adaptativa sustancial en el sujeto.

En algunas realizaciones, la administracién intratecal de los resultados de formulacién en la entrega de la
proteina de 12S a diversos tejidos diana en el cerebro, la médula espinal, y/o los 6rganos periféricos. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal de la formulacion da como resultado el suministro de la proteina I12S a los
tejidos cerebrales diana. En algunas realizaciones, los tejidos diana del cerebro comprenden materia blanca y/o
neuronas en la materia gris. En algunas realizaciones, la proteina 12S se administra a neuronas, células gliales, células
perivasculares y/o células meningeas. En algunas realizaciones, la proteina 12S se administra adicionalmente a las
neuronas en la médula espinal.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la formulacion resulta aun mas en la administracion
sistémica de la proteina de 12S en los tejidos diana periféricos. En algunas realizaciones, los tejidos diana periféricos
se seleccionan de higado, rifidn, bazo y/o corazon.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacién en la localizacion
lisosomal en el cerebro los tejidos diana, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacion en la reduccién de almacenamiento de
sulfatida en los tejidos diana del cerebro, las neuronas de la médula espinal y/o periféricos tejidos diana. En algunas
realizaciones, el almacenamiento de sulfatida se reduce al menos en un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 1 vez, 1,5 veces o 2 veces en comparacion con un control (por ejemplo, el almacenamiento de GAG previo al
tratamiento en el sujeto). En algunas realizaciones, la administracion intratecal de la formulacion da como resultado
una vacuolizacion reducida en las neuronas (por ejemplo, en al menos 20%, 40%, 50%, 60%, 80%, 90%, 1 vez, 1,5
veces 0 2 veces en comparacion con un control). En algunas realizaciones, las neuronas comprenden células de
Purkinje.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacién en actividad
aumentada enzimatica 12S en los tejidos diana del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos.
En algunas realizaciones, la actividad enzimatica 12S se incrementa en al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10 doble en comparacioén con un control (por ejemplo, la actividad
enzimatica endoégena previa al tratamiento en el sujeto). En algunas realizaciones, la actividad enzimatica 12S
aumentada es al menos aproximadamente 10 nmol/hr/mg, 20 nmol/hr/mg, 40 nmol/hr/mg, 50 nmol/hr/mg, 60
nmol/hr/mg, 70 nmol/hr/mg, 80 nmol/hr/mg, 90 nmol/hr/mg, 100 nmol/hr/mg, 150 nmol/hr/mg, 200 nmol/hr/mg, 250
nmol/hr/mg, 300 nmol/hr/mg, 350 nmol/hr/mg, 400 nmol/hr/mg, 450 nmol/hr/mg, 500 nmol/hr/mg, 550 nmol/hr/mg o
600 nmol/hr/mg.

En algunas realizaciones, la actividad enzimatica 12S se incrementa en la region lumbar. En algunas
realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica 12S en la region lumbar es al menos aproximadamente 2000
nmol/hr/mg, 3000 nmol/hr/mg, 4000 nmol/hr/mg, 5000 nmol/hr/mg, 6000 nmol/hr/mg, 7000 nmol/hr/mg, 8000
nmol/hr/mg, 9000 nmol/hr/mg, o 10.000 nmol/hr/mg.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal de los resultados de formulacién en la intensidad
reducida, la gravedad o la frecuencia, o retraso en la apariciéon de al menos un sintoma o caracteristica de Sindrome
de Hunter. En algunas realizaciones, al menos un sintoma o caracteristica de la Sindrome de Hunter es el deterioro
cognitivo; lesiones de la sustancia blanca; espacios perivasculares dilatados en el parénquima cerebral, ganglios,
cuerpo calloso y/o tronco encefalico; atrofia; y/o ventriculomegalia.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal se realiza una vez cada dos semanas. En algunas
realizaciones, la administracion intratecal tiene lugar una vez al mes. En algunas realizaciones, la administracion
intratecal tiene lugar una vez cada dos meses. En algunas realizaciones, el intervalo de administracién es dos veces
por mes. En algunas realizaciones, el intervalo de administracién es una vez por semana. En algunas realizaciones,
el intervalo de administraciéon es dos o varias veces por semana. En algunas realizaciones, la administracion es
continua, tal como a través de una bomba de perfusion continua. En algunas realizaciones, la administracién intratecal
se usa junto con la administracion intravenosa. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa no es mas
frecuente que una vez por semana. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa no es mas frecuente que
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una vez cada dos semanas. En algunas realizaciones, la administracion intravenosa no es mas frecuente que una vez
al mes. En algunas realizaciones, la administracién intravenosa no es mas frecuente que una vez cada dos meses.
En ciertas realizaciones, la administracion intravenosa es mas frecuente que la administracién mensual, tal como dos
veces por semana, semanalmente, cada dos semanas o dos veces al mes.

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

En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas y intratecales se realizan secuencialmente, tales
como la realizacion de las administraciones intravenosas primero (por ejemplo, semanal, cada dos semanas, dos
veces al mes, o dosificacion mensual durante dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco
meses, seis meses, un afo o mas) seguidos de administraciones de IT (por ejemplo, semanalmente, cada dos
semanas, dos veces al mes o dosificacion mensual durante mas de dos semanas, un mes, dos meses, tres meses,
cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio o mas). En algunas realizaciones, las administraciones intratecales
se realizan primero (por ejemplo, semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes, mensualmente, una vez cada
dos meses, una vez cada tres meses, dosificacion durante dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro
meses, cinco meses, seis meses, un afo 0 mas) seguidos de administraciones intravenosas (p. €j., semanalmente,
cada dos semanas, dos veces al mes o dosificacion mensual durante mas de dos semanas, un mes, dos meses, tres
meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afilo 0 mas).

En algunas realizaciones, la administracion intratecal se utiliza en ausencia de la administracion intravenosa.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal se utiliza en ausencia de terapia inmunosupresora
concurrente.

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

Figura 1 es una ilustracién ejemplar que muestra el I12S administrado por IT detectado en las neuronas
(flechas) de la corteza cerebral y la corteza cerebelosa, que incluye 12S en una capa de células meningeas
que cubren la superficie del cerebro (puntas de flecha) después de inyecciones intratecales de 3 dosis. de
I2S. La tincion de 12S IHC en cerebros inyectados con 2 dosis fue mas débil (foto no mostrada). No se observo
tincion 12S positiva para ningun tipo de células en el cerebro de animales de control de vehiculos. 40X.

Figura 2 es una ilustracion a modo de ejemplo que muestra la reversién de la patologia en el cerebro de
ratones con 12S knock-out (IKO) después de la inyeccion intratecal-lumbar de 12S. Los tejidos cerebrales
tefidos con H&E mostraron numerosas vacuolas de almacenamiento celular (flechas) en los animales de
control del vehiculo. La vacuolacion celular se redujo en todo el cerebro tanto en 2 dosis (foto no mostrada)
como en 3 dosis inyectadas en ratones. Se encontré una reduccion marcada en las 3 dosis inyectadas. 40X.

Figura 3 es una ilustraciéon ejemplar que muestra la tincion inmunohistoquimica de LAMP-1, donde hay una
marcada reduccion de la actividad lisosémica en los cerebros después de 2 dosis (foto no mostrada) y 3 dosis
de tratamiento con 12S en comparacién con ratones controlados por vehiculo. La reduccién se caracterizd
por la disminucion en el numero de células positivas para LAMP-1 y una intensidad de tincion mas ligera en
las regiones de todo el cerebro. 40X.

Figura 4 es una ilustracion ejemplar que muestra los resultados de la morfometria de una comparacion del
area positiva media de LAMP-1 entre ratones de tipo salvaje (WT), vehiculos no tratados e I12S (2 y 3 dosis)
en la corteza cerebral (Cortex), nicleo caudado (CP), el talamo (TH), la sustancia blanca (WM) y el cerebelo
(CBL) confirmaron que hubo reducciones significativas en la tincion positiva de LAMP-1 en todas las areas
del cerebro evaluadas. Los datos se representan como la media 6 sd # P <0,05; * P <0,01; ** P <0,001.

Figura 5 representa micrografias electronicas ejemplares de células cerebrales que mostraron mejoras
patolégicas a nivel ultraestructural. Las neuronas de los ratones tratados con vehiculo tenian inclusiones
laminadas, estructuras similares a cebras y vacuolas que contenian material de almacenamiento granular
(inserto), que se redujo en ratones inyectados con I2S. Los oligodendrocitos de los ratones tratados con
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vehiculo mostraron grandes vacuolas de almacenamiento con electroluminiscencia (flecha) mientras que los
oligodendrocitos de los ratones inyectados con I2S tuvieron una minima vacuolacion. Barra de escala: en
neuronas, 2 ym; en oligodendrocitos, 500 nm.

Figura 6 representa ejemplos de resultados de inmunohistoquimica que demuestran 12S detectado en células
sinusoidales del higado después de inyecciones intratecales de 3 dosis de I12S. La tinciéon con 2S IHC en
higados inyectados con 2 dosis fue mas débil (foto no mostrada). No hay tincion positiva de I12S en el higado
de animales controlados por vehiculo. 40X.

Figura 7 representa tejido ejemplar del higado. La tincion de H&E revela una vacuolacion celular severa y
una actividad lisosémica anormalmente alta y se encontré una fuerte inmunotinciéon de LAMP-1 en animales
controlados por vehiculo en comparacion con los WT. Se encontré una marcada reduccion de la vacuolacion
celular y la inmunotincién de LAMP-1 después del tratamiento intratecal con 3 y 2 dosis (foto no mostrada)
del tratamiento con 12S. La tincion con H&E reveld que la vacuolizacion intracitoplasmatica desaparecio casi
por completo con una estructura de células hepaticas casi normal. H&E, 40X; LAMPARA-1, 20X.

Figura 8A-F ilustra datos ejemplares que comparan la agregacién por SEC-HPLC para formulaciones de
solucion salina y fosfato (todos con Polisorbato-20 al 0,01%): 1 mes a < -65°C y 40°C.

Figura 9 ilustra datos ejemplares que comparan la agregacion por SEC -HPLC método para formulaciones
de solucién salina y fosfato (todos con Polisorbato-20 al 0.01%): 6 meses a <-65°C y 25°C.

Figuras 10A - F ilustran datos ejemplares que comparan la agregacion mediante el método SEC-HPLC para
formulaciones de solucion salina y fosfato (todos con 0.01% Polisorbato-20): 24 meses a8 -65°Cy 2 a 8°C.

Figura 11 ilustra datos ejemplares que comparan las cargas mediante el Método SAX-HPLC para
formulaciones de solucioén salina y fosfato (todas con Polisorbato-20 al 0.01%): linea de base versus 1 mes a
40°C.

Figura 12 ilustra datos ejemplares que comparan las cargas mediante el Método SAX-HPLC para
formulaciones de solucion salina y fosfato (todas con Polisorbato-20 al 0.01%): linea de base versus 6 meses
a 25°C.

Figura 13 ilustra datos ejemplares que comparan las cargas mediante el método SAX-HPLC para
formulaciones de solucién salina y fosfato (todas con 0,01% de polisorbato-20): linea de base versus 24
meses a2 a 8°C.

Figura 14 ilustra datos ejemplares que comparan SDS-PAGE, tinciéon con Coomassie para formulaciones de
solucion salina y fosfato (todas con Polisorbato-20 al 0.01%) al inicio del estudio y 1 mes @ 40°C.

Figuras 15A y B ilustran datos ejemplares que comparan SDS-PAGE, tincion con Coomassie para
formulaciones de solucion salina y fosfato (todas con Polisorbato-20 al 0.01%) a los 6 meses a 25°C y durante
16 meses a 2-8°C.

Figura 16 muestra ejemplos tejidos que muestran el cerebro de un grupo de tratamiento de 3 mg de animales.
Tincidén positiva de 12S en células meningeas. 4X.

Figura 17 representa tejidos ejemplares que muestran el cerebro de un animal del grupo de tratamiento de
30 mg. Tincion positiva de 12S en neuronas y células meningeas. 4X.

Figura 18 representa tejidos ejemplares que muestran cerebro de 100 mg de grupo de tratamiento animal.
Las neuronas tefiidas con I2S positivas y las células meningeas fueron mas fuertes que en los animales
tratados con 3 y 30 mg. 4X

Figura 19 representa tejidos ejemplares que muestran el cerebro de un animal del grupo de tratamiento de
150 mg. Una gran poblacién de neuronas era 12S positiva junto con células meningeas fuertemente positivas.

Figura 20 representa tejidos ejemplares que muestran neuronas positivas para 12S y células gliales, junto con
células meningeas, dentro de la capa | del cerebro en un animal de grupo de tratamiento de 30 mg. 40X

Figura 21 representa tejidos ejemplares que muestran 12 neuronas positivas para S, células gliales, junto con
células perivasculares, dentro de la capa lll del cerebro en un animal del grupo de tratamiento de 30 mg. 40X

La Figura 22 representa tejidos ejemplares que muestran 12 S neuronas positivas y células gliales dentro de
la capa VI del cerebro adyacente a la sustancia blanca en un animal del grupo de tratamiento de 30 mg. 40X
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La Figura 23 representa tejidos ejemplares que muestran una tincién de 12S fuertemente positiva en las
neuronas (cerebro) de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg . 100X

Figura 24 representa un tejido ejemplar que muestra la inmunotincion 12S de la médula espinal cervical en un
grupo de tratamiento de 150 mg . 4X

Figura 25 representa un tejido ejemplar que muestra una fuerte inmunotincién I2S en la médula espinal lumbar
de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg . 4X

Figura 26 representa un tejido ejemplar que muestra inmunotincion 12S fuertemente positiva de células
meningiales, células gliales y se encontré epi/peri/lendoneuro (células conectivas) en la seccién lumbar de un
animal del grupo de tratamiento de 150 mg. 40X

Figura 27: Las neuronas en la médula espinal lumbar de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg fueron
fuertemente positivas para 12S. 40X

Figura 28 representa resultados ejemplares de un higado de un animal del grupo de tratamiento de 3 mg.
Solo las células sinusoidales fueron positivas para I12S . 40X

Figura 29 representa resultados ejemplares de un higado de un animal del grupo de tratamiento de 30 mg.
Las células sinusoidales y los hepatocitos fueron positivos para 12S. 40X

Figura 30 representa resultados ejemplares de un higado de un animal del grupo de tratamiento de 100 mg.
La inmunotincién con 12S fue mucho mas fuerte en las células sinusoidales y en los hepatocitos. 40X

Figura 31 representa resultados ejemplares de un higado de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg.
Se identificé una tincion de 12S fuertemente positiva en células sinusoidales y hepatocitos. 40X

Figura 32 muestra resultados ejemplares de un corazén de un animal del grupo de tratamiento de 3 mg. La
inmunotincion de 12S fue negativa. 40X

Figura 33 muestra resultados ejemplares de un corazén de un grupo de tratamiento con 30 mg de células
animales intersticiales fueron positivas para 12S. 40X

Figura 34 representa resultados ejemplares de un corazén de un animal del grupo de tratamiento de 100 mg.
Tincién celular intersticial positiva para 12S. 40X

Figura 35 muestra resultados ejemplares de un corazén de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg.
Tincién de células intersticiales fuertemente positivas para 12S. 40X

Figura 36 representa resultados ejemplares de un rifidn de un animal del grupo de tratamiento de 3 mg. La
inmunotincién de 12S fue negativa. 40X

Figura 37 representa resultados ejemplares de un rifién de un animal del grupo de tratamiento de 30 mg. Las
células glomerulares e intersticiales fueron positivas para 12S.

Figura 38 representa resultados ejemplares de un rifion de un animal del grupo de tratamiento de 100 mg.
Aumento de la tincion de células glomerulares e intersticiales para 12S. 40X

Figura 39 representa resultados ejemplares de un rifion de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg.
Tincion 128 positiva de células tubulares proximales, glomerulares e intersticiales. 40X

Figura 40 ilustra los resultados de los estudios de inmunohistoquimica (IHC) que evaltan los tejidos del SNC
de monos cynomolgus a los que se administraron dosis semanales de iduronato-2-sulfatasa (12S). Segun lo
determinado por (IHC), hubo una deposicion celular generalizada de 12S en todo el SNC. En la materia gris,
se detectd 12S en las neuronas del cerebro, el cerebelo, el tronco encefalico y la médula espinal de todos los
grupos de manera dependiente de la dosis. En la materia gris superficial de los grupos de dosis mas altas,
un gran numero de neuronas cerebrales fueron positivas para la tincion de 12S en la corteza superficial (Figura
40A). También se detectd 12S en neuronas del talamo (Figura 40B), hipocampo (Figura 40C), nucleo caudado
(Figura 40D) y médula espinal (Figura 40E). Las células meningiales y perivasculares también se tifieron
positivamente con 12S (Figura 40F). Las barras de escala identificadas corresponden a 25 pm.

Figura 41 compara graficamente el aclaramiento de iduronato-2-sulfatasa (12S) en las agrupaciones craneales
y espinales al trazar la cantidad de 12S en dichas agrupaciones en relacion con el tiempo posterior a la
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administracion.

Figura 42 ilustra la deposicion de materia gris dependiente de la dosis de iduronato-2-sulfatasa (I12S)
administrada intratecalmente a primates no humanos durante seis meses. La intensidad de tincién ilustrada
corresponde con la acumulacion de iduronato-2-sulfatasa en el talamo. En la presente Figura 42, los nucleos
estan contrarrestados por DAPI y aparecen en azul y la proteina (12S) aparece en verde.

Figura 43 ilustra la acumulacién dependiente de la dosis de iduronato-2-sulfatasa (12S) administrada
intratecalmente a primates no humanos después de una inyeccion Unica y después de inyecciones multiples
durante un periodo de seis meses. La intensidad de tincion ilustrada corresponde con la acumulacién de
proteina 12S en la corteza cerebral.

Figura 44 demuestra la localizacion celular de iduronato-2-sulfatasa (12S) en todo el cerebro del primate no
humano. La Figura 44A ilustra la vista en seccién transversal del tejido cerebral extraido del cerebro del
primate no humano, mientras que la Figura 44B ilustra esas areas particulares de la region correspondientes
a tres areas de tejido de materia blanca (designadas W1, W2 y W3), el sustancia blanca cerca del ventriculo
(VW) y los tejidos superficiales de materia gris (SG) de la seccion identificada en la Figura 44A.

Figura 45A - D ilustra la captacién neuronal y de oligodendrocitos y la asociacion axonal de iduronato-2-
sulfatasa (I12S) administrada intratecalmente a primates no humanos después de inyecciones mensuales
durante un periodo de seis meses. En particular, la Figura 45A, la Figura 45B, la Figura 45C y la Figura 45D
son ilustrativas de una tincion de filamento de los tejidos del cerebro de los primates no humanos
administrados por via intratecal-2-sulfatasa (12S) y corresponden respectivamente a las tres areas del blanco
materia (W1, W2 y W3) y las regiones de materia gris superficial (SG) identificadas en la Figura 44B. La
Figura 45A ilustra la captacion de oligodendrocitos de 12S administrado intratecalmente en los tejidos de la
sustancia blanca (W1). La Figura 45B y la Figura 45C ilustran la captacion de oligodendrocitos y la asociacion
axonal del I12S administrado intratecalmente en los tejidos de la sustancia blanca W2 y W3 respectivamente.
La figura 45D ilustra la captacién neuronal del 12S administrado intratecalmente en los tejidos de la sustancia
gris superficial (SG).

Figura 46 ilustra la identificacion celular de iduronato-2-sulfatasa en la sustancia blanca cerca del ventriculo
(VW) de un primate no humano. Como se muestra en la imagen superpuesta, iduronato-2-sulfatasa no esta
asociada con la mielina (roja). En la presente Figura 46, los nucleos estan contra-tefiidos por DAPI (abajo a
la izquierda). La proteina (12S) aparece en el cuadro superior izquierdo.

Figura 47 ilustra la tincion en los tejidos de perros Beagle sanos que se les administré por via
intracerebroventricular (ICV) o intratecal (IT) una sola inyeccién de iduronato-2-sulfatasa (12S). Como se
representa en las Figuras 47A-47H, 12S se distribuyé ampliamente en toda la materia gris de los grupos IT e
ICV segun lo determinado por inmunohistoquimica (IHC). Las Figuras 47A y 47B ilustran que en la corteza
cerebral, las neuronas fueron positivas para 12S en las seis capas neuronales, desde la capa molecular
superficial hasta la capa interna profunda en los grupos IT e ICV. Las Figuras 47C y 47D ilustran que en la
corteza cerebelosa de los grupos IT e ICV se detectd 12S en neuronas, incluidas las células de Purkinje. De
manera similar, las Figuras 47E y 47F ilustran que tanto en los grupos IT como en los ICV, una gran poblacién
de neuronas en el hipocampo fue positiva para 12S. Finalmente, las imagenes g y h demuestran que las
neuronas positivas para I12S también se encontraron en el nucleo tadlamo y caudado en los grupos IT e ICV.
En la presente Figura 47, la tincion de 12S se indica con flechas.

Figura 48 ilustra comparativamente los tejidos del cuerpo calloso de ratones inactivados con iduronato-2-
sulfatasa (IKO) que no se trataron o se les administré 12S intratecalmente (abreviatura V = vacuola). Como
se muestra, los ratones IKO tratados mostraron una reduccion de la vacuolacién celular caracteristica de
ciertos trastornos de almacenamiento lisosdémico en el cuerpo calloso y los tejidos fornix del ratén IKO tratado
con 12S.

Figura 49A ilustra una marcada reduccién en la presencia de la proteina de membrana asociada al lisosoma
1 (LAMP1), un biomarcador patoldgico de la enfermedad lisosémica, en los tejidos de la corteza cerebral
superficial del raton IKO tratado (Figura 49A) en relacién con el raton de control IKO no tratado (Figura 49B )
con un aumento de 20X y 40X.

Figura 50 representa un ejemplo de dispositivo de administracion de farmacos intratecales (IDDD).

Figura 51 representa un ejemplo de sistema de acceso implantable intratecal de bajo perfil PORT-A-CATH®.

Figura 52 representa un ejemplo de dispositivo de administracion de farmacos intratecales (IDDD).

Figura 53 representa un dispositivo de administracién de farmacos intratecales (IDDD) ejemplar, que permite
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la administracion en el hogar para la terapia de reemplazo de enzimas del SNC (ERT).

Figura 54 ilustra el efecto ejemplar de la vacuolizacién después de una Unica inyeccion intracerebral de
idursulfasa en neuronas (células de Purkinje).

Figura 55 ilustra la actividad ejemplar de I2S en el cerebro por dosis y region.

Figura 56 ilustra datos ejemplares de localizacién inmunohistoquimica de idursulfasa a diferentes
profundidades de la corteza cerebral.

Figura 57 ilustra la actividad ejemplar de 12S en la médula espinal de mono después de la dosificacién
intratecal con idursulfasa.

Figura 58 ilustra la actividad ejemplar de 12S en higado, corazén y rifién de mono después de la dosificacion
intratecal con idursulfasa. La Figura 59 muestra un esquema ejemplar para un programa de prueba de
escalamiento Hunter-IT.

Figura 60 ilustra medidas ejemplares de concentraciones de 12S en diversas secciones de tejido cerebral
después de una dosis de 30 mg. Las diferentes parcelas corresponden a diferentes tiempos de medicién.

Figura 61 ilustra medidas ejemplares de la concentracion de 12S después de la administracién a lo largo del
tiempo a través de diversas vias de administracion para diversas concentraciones de producto.

Figura 62 es una ilustracion ejemplar de la imagen PET de la idursulfasa-IT marcada con '*l en monos
cynomolgus a t = 5 horas después de la dosificacién IV, IT-L o ICV.

Figura 63 ilustra un diagrama a modo de ejemplo de un dispositivo de administracién de farmacos intratecal
IDDD.

Figura 64 muestra varias caracteristicas de un IDDD tanto dentro del cuerpo de un sujeto (Figura 64A) como
en una superficie plana (Figura 64B)

DEFINICIONES

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

Aproximadamente o alrededor de: Como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” o
“alrededor de”, como se aplica a uno o mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de
referencia establecido. El término “aproximadamente” o “alrededor de” se refiere a un rango de valores que se
encuentran dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%,
3%, 2%, 1% o menos en cualquier direccion (mayor o menor que) del valor de referencia indicado a menos que se
indique lo contrario o sea evidente por el contexto (excepto donde dicho nimero excederia el 100% de un valor
posible).

Mejoria: como se usa en el presente documento, el término "mejoria" se refiere a la prevencion, reduccion o
paliacion de un estado o mejora del estado de un sujeto. La mejora incluye, pero no requiere la recuperacion completa
o la prevencion completa de una enfermedad. En algunas realizaciones, la mejora incluye niveles crecientes de
proteina relevante o su actividad que es deficiente en tejidos de enfermedad relevantes.

Biologicamente activo: como se usa en el presente documento, la frase "biolégicamente activo" se refiere a
una caracteristica de cualquier agente que tiene actividad en un sistema bioldgico, y particularmente en un organismo.
Por ejemplo, un agente que, cuando se administra a un organismo, tiene un efecto biolégico sobre ese organismo, se
considera biolégicamente activo. Donde una proteina o polipéptido es biolégicamente activo, una porcion de esa
proteina o polipéptido que comparte al menos una actividad biolégica de la proteina o polipéptido se denomina
tipicamente una porcién "biolégicamente activa".

Agente de carga: Como se usa en el presente documento, el término "agente de carga" se refiere a un
compuesto que agrega masa a la mezcla liofilizada y contribuye a la estructura fisica de la torta liofilizada (por ejemplo,
facilita la produccion de una torta liofilizada esencialmente uniforme que mantiene una estructura de poros abiertos).
Ejemplos de agentes de carga incluyen manitol, glicina, cloruro de sodio, hidroxietilalmidén, lactosa, sacarosa,
trehalosa, polietilenglicol y dextrano.

Receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR): como se usa en el presente documento,
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el término "receptor de manosa-6-fosfato independiente de cationes (CI-MPR)" se refiere a un receptor celular que se
une a la manosa-6-fosfato (M6P) en los precursores de la hidrolasa acida en el aparato de Golgi que estan destinados
al transporte al lisosoma. Ademas de manosa-6-fosfatos, el CI-MPR también se une a otras proteinas, incluido IGF-II.
El CI-MPR también se conoce como "receptor M6P/IGF-II", "receptor CI-MPR/IGF-II", "receptor IGF-II" o "receptor
IGF2". Estos términos y abreviaturas de los mismos se usan indistintamente en el presente documento.

Terapia inmunosupresora concurrente: Como se usa en el presente documento, el término "terapia
inmunosupresora concurrente” incluye cualquier terapia inmunosupresora utilizada como pretratamiento,
preacondicionamiento o en paralelo a un método de tratamiento.

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

Forma de dosificacion: Como se usa en el presente documento, los términos "forma de dosificacion" y "forma
de dosificacion unitaria" se refieren a una unidad fisicamente discreta de una proteina terapéutica para el paciente a
tratar. Cada unidad contiene una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado. Sin embargo, se entendera que la dosificacion total de la composicion sera decidida por el médico
tratante dentro del alcance del buen juicio médico.

Terapia de reemplazo de enzimas (ERT): Como se usa en el presente documento, el término "terapia de
reemplazo de enzimas (ERT)" se refiere a cualquier estrategia terapéutica que corrige una deficiencia de enzimas
proporcionando la enzima faltante. La enzima faltante se proporciona mediante administracion intratecal. La enzima
faltante se proporciona mediante infusién en el vapor de sangre. Una vez administrada, la enzima es absorbida por
las células y transportada al lisosoma, donde la enzima actua para eliminar el material que se ha acumulado en los
lisosomas debido a la deficiencia enzimatica. Tipicamente, para que la terapia de reemplazo de la enzima lisosémica
sea efectiva, la enzima terapéutica se administra a los lisosomas en las células apropiadas en los Tejidos diana donde
se manifiesta el defecto de almacenamiento.

Mejorar, aumentar o reducir: como se usa en el presente documento, los términos "mejorar”, "aumentar" o
"reducir”, o equivalentes gramaticales, indican valores relativos a una medicién de referencia, como una medicién en
el mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito aqui, o una medicién en un individuo de control (o individuos
de control multiple) en ausencia del tratamiento descrito aqui. Un "individuo de control" es un individuo afectado con
la misma forma de enfermedad de almacenamiento lisosémico que el individuo que esta siendo tratado, que tiene
aproximadamente la misma edad que el individuo que esta siendo tratado (para asegurar que las etapas de la
enfermedad en el individuo tratado y el control individuo(s) son comparables).

Individuo, sujeto, paciente: como se usa en el presente documento, los términos "sujeto", "individuo" o
"paciente" se refieren a un sujeto humano o un mamifero no humano. El individuo (también denominado "paciente" o
"sujeto”) que se esta tratando es un individuo (feto, bebé, nifio, adolescente o adulto humano) que padece una
enfermedad.

Administracion intratecal: como se usa en el presente documento, el término "administracién intratecal" o
"inyeccion intratecal" se refiere a una inyeccién en el canal espinal (espacio intratecal que rodea la médula espinal).
Se pueden usar diversas técnicas, que incluyen, sin limitacion, inyecciéon cerebroventricular lateral a través de un
agujero de perforacién o puncion cisternal o lumbar o similares. "Administracion intratecal" o "administracion intratecal”
segun la presente invencion se refiere a administracion o administracion de IT a través del area o region lumbar, es
decir, administracion o administracion de IT lumbar. Como se usa en el presente documento, el término "regién lumbar"
o "area lumbar" se refiere al area entre la tercera y cuarta vértebras lumbares (parte inferior de la espalda) y, mas
inclusivamente, la region L2-S1 de la columna vertebral.

Enlazador: Como se usa en el presente documento, el término "enlazador" se refiere, en una proteina de
fusion, a una secuencia de aminoacidos distinta de la que aparece en una posicion particular en la proteina natural y
generalmente esta disefiada para ser flexible o para interponer una estructura, como una a-hélice, entre dos restos
proteicos. Un enlazador también se conoce como espaciador.

Lioprotector: Como se usa en el presente documento, el término "Lioprotector" se refiere a una molécula que
previene o reduce la inestabilidad quimica y/o fisica de una proteina u otra sustancia tras la liofilizacion y el
almacenamiento posterior. Los ejemplos de lioprotectores incluyen azucares tales como sacarosa o trehalosa; un
aminoacido tal como glutamato monosédico o histidina; una metilamina como la betaina; una sal liotrépica tal como
sulfato de magnesio: un poliol tal como alcoholes trihidroxilados o de azucar superior, por ejemplo, glicerina, eritritol,
glicerol, arabitol, xilitol, sorbitol y manitol; propilenglicol; polietilenglicol; Pluronics; y combinaciones de los mismos.Un
lioprotector es un azucar no reductor, tal como trehalosa o sacarosa.
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Enzima lisosémica: Como se usa en el presente documento, el término "enzima lisosémica" se refiere a
cualquier enzima que sea capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de mamiferos o que pueda
rescatar o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad de almacenamiento lisosdmico. Las enzimas lisosémicas
incluyen enzimas lisosomicas tanto de tipo salvaje como modificadas y pueden producirse usando métodos
recombinantes y sintéticos o purificarse de fuentes naturales. Ejemplos de enzimas lisosomales se enumeran en la
Tabla 1.

Deficiencia de enzimas lisosomales: Como se usa en el presente documento, "deficiencia de enzimas
lisosomales" se refiere a un grupo de trastornos genéticos que resultan de la deficiencia en al menos una de las
enzimas que se requieren para romper macromoléculas (p. ej., sustratos enzimaticos) hasta péptidos, aminoacidos,
monosacaridos, acidos nucleicos y acidos grasos en los lisosomas. Como resultado, las personas que padecen
deficiencias de enzimas lisosdmicas han acumulado materiales en varios tejidos (p. ., SNC, higado, bazo, intestino,
paredes de los vasos sanguineos y otros 6rganos).

Enfermedad de almacenamiento lisosémico: Como se usa en el presente documento, el término "enfermedad
de almacenamiento lisosémico" se refiere a cualquier enfermedad resultante de la deficiencia de una o mas enzimas
lisosdmicas necesarias para metabolizar las macromoléculas naturales. Estas enfermedades tipicamente resultan en
la acumulaciéon de moléculas no degradadas en los lisosomas, lo que resulta en un mayor niumero de granulos de
almacenamiento (también llamados vesiculas de almacenamiento). Estas enfermedades y varios ejemplos se
describen con mas detalle a continuacion.

Polipéptido: Como se usa en el presente documento, un "polipéptido”, en general, es una cadena de al menos
dos aminoacidos unidos entre si por un enlace peptidico. Un polipéptido puede incluir al menos 3-5 aminoacidos, cada
uno de los cuales esta unido a otros por medio de al menos un enlace peptidico. Aquellos de experiencia ordinaria en
la técnica apreciaran que los polipéptidos a veces incluyen acidos "no naturales" de aminoacido o de otras entidades
que, sin embargo son capaces de la integracion en una cadena polipeptidica, opcionalmente.

Enzima de reemplazo: Como se usa en el presente documento, el término "enzima de reemplazo" se refiere
a cualquier enzima que pueda actuar para reemplazar al menos en parte la enzima deficiente o faltante en una
enfermedad a tratar. El término " enzima de reemplazo " se refiere a cualquier enzima que puede actuar para
reemplazar al menos en parte la enzima lisosémica deficiente o faltante en una enfermedad de almacenamiento
lisosomal a tratar. Una enzima de reemplazo es capaz de reducir los materiales acumulados en los lisosomas de
mamiferos o que puede rescatar o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad de almacenamiento lisosdmico. Las
enzimas de reemplazo adecuadas para la invencion incluyen enzimas lisosomicas tanto de tipo salvaje como
modificadas y pueden producirse usando métodos recombinantes y sintéticos o purificarse de fuentes naturales. Una
enzima de reemplazo puede ser una enzima recombinante, sintética, activada por genes o natural.

Soluble: Como se usa en el presente documento, el término "soluble" se refiere a la capacidad de un agente
terapéutico para formar una solucion homogénea. La solubilidad del agente terapéutico en la solucion en donde se
administra y por la cual se transporta al sitio de accién objetivo (p. €j., las células y los tejidos del cerebro) es suficiente
para permitir la administracion terapéutica. cantidad efectiva del agente terapéutico en el sitio de accion objetivo. Varios
factores pueden afectar la solubilidad de los agentes terapéuticos. Por ejemplo, los factores relevantes que pueden
afectar la solubilidad de la proteina incluyen la fuerza idnica, la secuencia de aminoacidos y la presencia de otros
agentes o sales co-solubilizantes (por ejemplo, sales de calcio). Las composiciones farmacéuticas se formulan de tal
manera que las sales de calcio se excluyen de tales composiciones. El agente terapéutico de acuerdo con la presente
invencién es soluble en su composicién farmacéutica correspondiente. Se apreciard que, aunque las soluciones
isotonicas se prefieren generalmente para farmacos administrados por via parenteral, el uso de soluciones isotdnicas
puede limitar la solubilidad adecuada para algunos agentes terapéuticos y, en particular, algunas proteinas y/o
enzimas. Se ha demostrado que las soluciones ligeramente hipertonicas (p. €j., hasta 175 mM de cloruro de sodio en
fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) y las soluciones que contienen azucar (p. €j., hasta sacarosa al 2% en fosfato de
sodio 5 mM a pH 7,0) son bien toleradas en los monos. Por ejemplo, la composicién de formulacion de bolo aprobada
por el SNC mas comun es la solucién salina (NaCl 150 mM en agua).

Estabilidad: Como se usa en el presente documento, el término "estable" se refiere a la capacidad del agente
terapéutico (p. €., Una enzima recombinante) para mantener su eficacia terapéutica (p. €j., la totalidad o la mayoria
de su actividad bioldgica y/o integridad fisicoquimica) periodos prolongados de tiempo. La estabilidad de un agente
terapéutico y la capacidad de la composicidn farmacéutica para mantener la estabilidad de dicho agente terapéutico
pueden evaluarse durante periodos de tiempo prolongados (por ejemplo, durante al menos 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36
meses 0 mas). En general, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se han formulado de
manera que sean capaces de estabilizar, o alternativamente, ralentizar o prevenir la degradacién, de uno o mas
agentes terapéuticos formulados con ellos (por ejemplo, proteinas recombinantes). En el contexto de una formulacién
de una formulacion estable es una en donde el agente terapéutico retiene en ella esencialmente su fisico y/o quimico
integridad y la actividad biolégica durante el almacenamiento y durante los procesos (tales como
congelacién/descongelacion, mezcla mecanica y liofilizacion). Para la estabilidad de la proteina, se puede medir
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mediante la formacion de agregados de alto peso molecular (HMW), pérdida de actividad enzimatica, generacion de
fragmentos de péptidos y desplazamiento de los perfiles de carga.

Sujeto: Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" significa cualquier mamifero, incluidos los
humanos. El sujeto es un adulto, un adolescente o un bebé.

Homologia sustancial: la frase "homologia sustancial" se usa en el presente documento para referirse a una
comparacién entre secuencias de aminoacidos o de acido nucleico. Como apreciaran los expertos en la técnica,
generalmente se considera que dos secuencias son "sustancialmente homdlogas" si contienen residuos homaélogos
en las posiciones correspondientes. Los residuos homdlogos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los
residuos homdlogos pueden ser residuos no idénticos con caracteristicas estructurales y/o funcionales
apropiadamente similares. Por ejemplo, como es bien conocido por aquellos de habilidad ordinaria en la técnica,
ciertos aminoacidos se clasifican tipicamente como aminoacidos "hidréfobo" o "hidrdéfilo", y/o como que tienen cadenas
laterales "polar" o "no polares" La sustitucion de un aminoacido por otro del mismo tipo a menudo puede considerarse
una sustitucion "homéloga".

Como es bien sabido en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos se pueden
comparar usando cualquiera de una variedad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos
comerciales como BLASTN para secuencias de nucleétidos y BLASTP, BLACK interrumpido y PSI-BLAST para
secuencias de aminoacidos. Ejemplos de tales programas se describen en Altschul, et al., herramienta basica de
blusqueda de alineacidn local, J. Mol. Biol., 215 (3): 403-410, 1990; Altschul, et al., Methods in Enzymology; Altschul,
et al., "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res.
25: 3389-3402, 1997; Baxevanis, et al., Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley,
1998; y Misener, et al., (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana
Press, 1999. Ademas de identificar secuencias homodlogas, los programas mencionados anteriormente tipicamente
proporcionan una indicacion del grado de homologia. Se considera que dos secuencias son sustancialmente
homologas si al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o mas de sus residuos correspondientes son homdlogos en un tramo relevante de residuos. El estiramiento
relevante es una secuencia completa. El estiramiento relevante es al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 0 mas
residuos.

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

LCR sintético: Como se usa en este documento, el término "LCR sintético" se refiere a una solucién que tiene
pH, composicion de electrolitos, contenido de glucosa y osmalaridad consistente con el liquido cefalorraquideo. El
LCR sintético también se conoce como LCR artificial. EI LCR sintético es una solucion B de Elliott.

Adecuado para el suministro de SNC: Como se usa en el presente documento, la frase "adecuado para el
suministro de SNC" o "adecuado para el suministro intratecal" en lo que se refiere a las composiciones farmacéuticas
de la presente invencién generalmente se refiere a las propiedades de estabilidad, tolerabilidad y solubilidad de tales
composiciones, asi como la capacidad de tales composiciones para administrar una cantidad eficaz del agente
terapéutico contenido en el sitio de administracion diana (por ejemplo, el LCR o el cerebro).

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

Resto terapéutico: Como se usa en el presente documento, el término "resto terapéutico” se refiere a una
porcion de una molécula que produce el efecto terapéutico de la molécula. Un resto terapéutico es un polipéptido que
tiene actividad terapéutica.

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

Tolerable: Tal como se usa en el presente documento, los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se refieren a
la capacidad de las composiciones farmacéuticas de la presente invencién para no provocar una reaccion adversa en
el sujeto al que se administra dicha composicion, o alternativamente no provocar una reaccion grave. La reaccion
adversa en el sujeto al que se administra dicha composiciéon. Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién son bien toleradas por el sujeto al que se administran tales composiciones.

Tratamiento: Como se usa en el presente documento, el término "tratamiento" (también "tratar" o
"tratamiento") se refiere a cualquier administracion de una proteina terapéutica (enzima lisosémica) que alivia, mejora,
inhibe, inhibe o retrasa parcial o completamente la aparicion de, reduce la gravedad y/o reduce la incidencia de uno o
mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad, trastorno y/o afeccion en particular (sindrome de Hunters). Tal
tratamiento puede ser de un sujeto que no muestra signos de la enfermedad, trastorno y/o condicién relevante y/o de
un sujeto que exhibe solo signos tempranos de la enfermedad, trastorno y/o condicion. Alternativa o adicionalmente,
dicho tratamiento puede ser de un sujeto que exhibe uno o mas signos establecidos de la enfermedad, trastorno y/o
condicion relevante.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona composiciones para la administracion directa eficaz de un agente
terapéutico al sistema nervioso central (SNC) para su uso en un método de tratamiento del sindrome de Hunters.
Como se discutio anteriormente, la presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de que una proteina
de I12S para tratar el Sindrome de Hunter se puede introducir directamente en el liquido cefalorraquideo (LCR) de un
sujeto que necesita tratamiento a una alta concentracion sin inducir efectos adversos sustanciales en el tema. Mas
sorprendentemente, los presentes inventores descubrieron que la enzima de reemplazo puede administrarse en una
solucion salina simple o formulacién a base de tampén, sin usar LCR sintético. AUn mas inesperadamente, el
suministro intratecal segun la presente invencion no produce efectos adversos sustanciales, tales como una respuesta
inmune severa, en el sujeto. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el suministro intratecal de acuerdo con la presente
invencién puede usarse en ausencia de terapia inmunosupresora concurrente (por ejemplo, sin induccion de tolerancia
inmune por pretratamiento o preacondicionamiento).

En algunas realizaciones, la entrega intratecal de acuerdo con la presente invencién permite la difusién
eficiente a través de varios tejidos cerebrales resultantes en la entrega eficaz de la enzima 12S de reemplazo en varios
tejidos cerebrales diana en superficie, regiones de poca profundidad y/o del cerebro profundo. En algunas
realizaciones, el suministro intratecal segun la presente invencién dio como resultado una cantidad suficiente de
enzimas de reemplazo que ingresan a la circulaciéon periférica. Como resultado, en algunos casos, el suministro
intratecal segun la presente invencién dio como resultado el suministro de la enzima de reemplazo en tejidos
periféricos, tales como higado, corazén, bazo y rifion. Este descubrimiento es inesperado y puede ser particularmente
util para el tratamiento de enfermedades de almacenamiento lisosémico que tienen componentes del SNC vy
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periféricos, que tipicamente requeririan tanto la administracion intratecal regular como la administracion intravenosa.
Se contempla que el suministro intratecal de acuerdo con la presente invencion puede permitir una dosificacion y/o
frecuencia reducida de inyeccion iv sin comprometer los efectos terapéuticos en el tratamiento de los sintomas
periféricos.

La presente invencidon proporciona varias caracteristicas inesperadas y beneficiosas que permiten la
administracion eficiente y conveniente de las enzimas de reemplazo para diversos tejidos diana cerebro, dando como
resultado un tratamiento eficaz de enfermedades de almacenamiento lisosomal que tienen indicaciones del SNC.

Enzimas de reemplazo

Proteina de iduronato-2-sulfatasa

En algunas realizaciones, las composiciones proporcionadas por la presente invencion se utilizan para
entregar una proteina de iduronato-2-sulfatasa (12S) al SNC para el tratamiento de sindrome de Hunter. Una proteina
I12S adecuada puede ser cualquier molécula o una porcion de una molécula que pueda sustituir la actividad de la
proteina Iduronato-2-sulfatasa (12S) natural o rescatar uno o mas fenotipos o sintomas asociados con la deficiencia
de 12S. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para la invencién es un polipéptido que tiene
un N-terminal y un C-terminal y una secuencia de aminoacidos sustancialmente similar o idéntica a la proteina 12S
humana madura.

Tipicamente, la proteina 12S humana es producida como una forma precursora. La forma precursora de 12S
humano contiene un péptido sefial (residuos de aminoacidos 1-25 del precursor de longitud completa), un pro-péptido
(residuos de aminoacidos 26-33 del precursor de longitud completa) y una cadena (residuos 34-550 del precursor de
longitud completa) que puede procesarse adicionalmente en la cadena de 42 kDa (residuos 34-455 del precursor de
longitud completa) y la cadena de 14 kDa (residuos 446-550 del precursor de longitud completa ). Tipicamente, la
forma precursora también se conoce como precursora de longitud completa o proteina I2S de longitud completa, que
contiene 550 aminoacidos. Las secuencias de aminoacidos de la forma madura (SEQ ID NO: 1) que tiene el péptido
sefal eliminado y el precursor de longitud completa (SEQ ID NO: 2) de una proteina 12S humana natural o de origen
natural tipica se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Iduronato-2-sulfatasa humana

SETQANSTTDALNVLLIIVDDLRPSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFQNAFA
QOAVCAPSRVSFLTGRRPDTTRLYDFNSYWRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSV
GKVFHPGISSNHTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVD
VLDVPEGTLPDKQSTEQAIQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRY PKEFQKL
YPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPIPVDFQRK
IRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLANSTIIAFTSDHGWALGEHGEWAKYS
NEFDVATHVPLIFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPFDSASQLMEPGRQSMDLVEL
VSLFPTLAGLAGLOQVPPRCPVPSFHVELCREGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNP
RELIAYSQYPRPSDIPQWNSDKPSLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGFNPDEFL
ANFSDIHAGELYFVDSDPLQDHNMYNDSQGGDLFQLLMP (SEQ ID NO:1)

MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGSETQANSTTDALNVLLIIVDDLRPSLGCY
GDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQQOAVCAPSRVSFLTGRRPDTTRLYDFNSY
WRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSVGKVFHPGISSNHTDDSPYSWSFPPYHPSS
EKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVLDVPEGTLPDKQSTEQAIQLLEKMKTSA
SPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQKLYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDI
ROREDVQALNISVPYGPIPVDFORKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLA
NSTIIAFTSDHGWALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLIFYVPGRTASLPEAGEKLF
PYLDPFDSASQLMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLQVPPRCPVPSFHVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPSDIPQWNSDKPSLKDIK
IMGYSIRTIDYRYTVWVGFNPDEFLANFSDIHAGELYFVDSDPLODHNMYNDSQ
GGDLFQLLMP (SEQ ID NO:2)

Forma madura

Precursor de
longitud completa

Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la
presente invencion es la proteina de 12S humana madura (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una enzima de
reemplazo adecuada puede ser un homélogo o un analogo de la proteina de 12S humana madura. Por ejemplo, un
homologo o un analogo de la proteina de 12S humana madura puede ser una proteina de 12S humana madura
modificada que contiene una o mas sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos en comparacién con una
proteina de 12S natural o natural (p. ej., SEQ ID NO: 1), mientras se mantiene una actividad proteica |12S sustancial.
Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente
invencion es sustancialmente homodloga a la proteina de 12S humana madura (SEQ ID NO: 1). En algunas
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realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencién tiene una
secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas homdlogo a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo
adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencion es sustancialmente idéntico a la proteina de 12S humana
madura (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con
la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idénticos a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones,
una enzima de reemplazo adecuada para su uso con la presente invencion contiene un fragmento o una porcion de
proteina de 12S humana madura.

Como alternativa, una enzima de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencion es
la proteina de 12S de longitud completa. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada puede ser un
homadlogo o un analogo de la proteina de 12S humana de longitud completa. Por ejemplo, un homdlogo o un analogo
de la proteina de 12S humana de longitud completa puede ser una proteina de 12S humana de longitud completa
modificada que contiene una o mas sustituciones, deleciones de aminoacidos,y/o inserciones en comparacion con una
proteina de I12S natural o de longitud completa (p. ej., SEQ ID NO: 2), mientras se mantiene una actividad proteica 12S
sustancial. Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para la presente invencion es
sustancialmente homologa a la proteina de 12S humana de longitud completa (SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para el presente la invencion tiene una secuencia de aminoacidos
al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mas homélogo a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para la presente
invencion es sustancialmente idéntica a la SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, una enzima de reemplazo
adecuada para la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idénticos a la SEQ ID NO: 2. En algunas
realizaciones, una enzima de reemplazo adecuada para la presente invencién contiene un fragmento o una porcion
de proteina de 12S humana de longitud completa. Como se usa en el presente documento, una proteina de 12S de
longitud completa contiene tipicamente una secuencia de péptido sefial.

En algunas realizaciones, una enzima I2S de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la invencion
puede tener una secuencia de origen natural o de tipo salvaje. En algunas realizaciones, una enzima 12S de reemplazo
adecuada para su uso de acuerdo con la invencion puede tener una secuencia modificada que tenga una homologia
sustancial o se identifique con la secuencia de tipo salvaje o de origen natural (por ejemplo, que tenga por lo menos
un 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% de identidad de secuencia con la secuencia de tipo
salvaje o de origen natural).

Una enzima 12S de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencién puede producirse
por cualquier medio disponible. Por ejemplo, las enzimas de reemplazo pueden producirse de manera recombinante
utilizando un sistema de células huésped disefiado para expresar un acido nucleico que codifica una enzima de
reemplazo. Alternativa o adicionalmente, pueden producirse enzimas de reemplazo activando genes
endogenos. Alternativa o adicionalmente, las enzimas de reemplazo pueden prepararse parcial o totalmente mediante
sintesis quimica. Alternativa o adicionalmente, las enzimas de reemplazo también pueden purificarse a partir de
fuentes naturales.

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

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

En algunas realizaciones, las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencién se usan para

administrar enzimas 12S de reemplazo producidas a partir de células humanas. En algunas realizaciones, las
formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion se usan para administrar enzimas 12S de reemplazo
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producidas a partir de células CHO.

En algunas realizaciones, las enzimas 12S de reemplazo para su uso de acuerdo con la invencién contienen
un resto que se une a un receptor en la superficie de las células cerebrales para facilitar la captacién celular y/o el
direccionamiento lisosdmico. Por ejemplo, tal receptor puede ser el receptor de manosa-6-fosfato independiente de
cationes (CI-MPR) que se une a los residuos de manosa-6-fosfato (M6P). Ademas, el CI-MPR también se une a otras
proteinas, incluyendo IGF-Il. En algunas realizaciones, una enzima I12S de reemplazo adecuada para su uso de
acuerdo con la presente invencion contiene residuos de M6P en la superficie de la proteina. En algunas realizaciones,
una enzima I12S de reemplazo adecuada para su uso de acuerdo con la presente invencion puede contener
oligosacaridos bis-fosforilados que tienen una afinidad de unién mas alta para el CI-MPR. En algunas
realizaciones, una enzima adecuada contiene hasta aproximadamente una media de aproximadamente por lo menos
el 20% de oligosacaridos bis-fosforilados por enzima. En otras realizaciones, una enzima adecuada puede contener
aproximadamente el 10%, 15%, 18%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60% de oligosacaridos bis-
fosforilados por enzima. Aunque tales oligosacaridos bis-fosforilados pueden estar presentes de forma natural en la
enzima, debe tenerse en cuenta que las enzimas pueden modificarse para poseer tales oligosacaridos. Por ejemplo,
las enzimas de reemplazo adecuadas pueden ser modificadas por ciertas enzimas que son capaces de catalizar la
transferencia de N-acetilglucosamina-L-fosfato de UDP-GIcNAc a la posicion 6' de manosas enlazadas a a-1,2 en
enzimas lisosomales. Los métodos y composiciones para producir y usar tales enzimas se describen, por ejemplo,
por Canfield et al. en la Patente de Estados Unidos N° 6.537.785, y la Patente de Estados Unidos N° 6.534.300.

En algunas realizaciones, las enzimas 12S de reemplazo para su uso de acuerdo con la presente invencion
pueden conjugarse o fusionarse con un resto de direccionamiento lisosémico que es capaz de unirse a un receptor en
la superficie de las células cerebrales. Un resto de direccionamiento lisosémico adecuado puede ser IGF-I, IGF-II,
RAP, p97 y variantes, homologos o fragmentos de los mismos (por ejemplo, incluyendo aquellos péptidos que tienen
una secuencia por lo menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95% idéntica a una secuencia de péptido de IGF-I, IGF-
Il, RAP, p97 humano maduro de tipo salvaje).

En algunas realizaciones, las enzimas 12S de reemplazo para su uso de acuerdo con la presente invencién
no se han modificado para mejorar la administracion o el transporte de tales agentes a través de la BBB y hacia el
SNC.

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

Formulaciones

En algunas realizaciones, las enzimas deseadas se entregan en formulaciones a base de solucion salina o
tampon para la entrega intratecal. Varias formulaciones divulgadas en el presente documento facilitan la administracién
y distribucion efectiva del agente terapéutico (una enzima I12S) a tejidos, células y / u organulos especificos del SNC.
Entre otras cosas, las formulaciones descritas en el presente documento son capaces de solubilizar altas
concentraciones del agente terapéutico (una enzima I12S) y son adecuadas para el suministro de dichos agentes
terapéuticos al SNC de sujetos para el tratamiento de enfermedades que tienen un componente y/o etiologia del SNC
(Sindrome de los cazadores). Las composiciones descritas en el presente documento se caracterizan ademas por una
estabilidad mejorada y una tolerabilidad mejorada cuando se administran al SNC de un sujeto (intratecal) que lo
necesita.

Antes de la presente invencion, solucion salina isotdnica sin bufer tradicional y la solucion B de Elliott, que es
artificial LCR, fueron utilizados tipicamente para la entrega intratecal. En la Tabla 3 a continuaciéon se incluye una
comparacién que representa las composiciones de LCR con respecto a la solucion B de Elliott. Como se muestra en
la Tabla 3, la concentracion de la Solucion B de Elliot es muy similar a la del LCR. Sin embargo, la solucion B de Elliott
contiene una concentracion de tampon muy baja y, en consecuencia, puede no proporcionar la capacidad de
tamponamiento adecuada necesaria para estabilizar los agentes terapéuticos (p. ej., Proteinas), especialmente
durante periodos prolongados de tiempo (p. €j., durante las condiciones de almacenamiento). Ademas, la soluciéon B
de Elliott contiene ciertas sales que pueden ser incompatibles con las formulaciones destinadas a administrar algunos
agentes terapéuticos, y en particular proteinas o enzimas. Por ejemplo, las sales de calcio presentes en la solucién B
de Elliott son capaces de mediar la precipitacion de proteinas y, por lo tanto, reducir la estabilidad de la formulacién.
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TABLA 3
Solucién | Na* K* Ca* Mg** HCO3" Cr pH Fosforo | Glucos
mEq/L mEq/L mEq/L mEq/L mEq/L mEq/L mg/L a mg/L
CSF 117-137 | 2,3 2,2 2,2 229 113-127 7,31 1,2-21 | 45-80
Elliott’'s 149 2,6 2,7 2,4 22,6 132 6,0-7,5 | 2,3 80
B Sol'n

Por lo tanto, en algunas realizaciones, las formulaciones adecuadas para la administracion CNS para su uso
de acuerdo con la presente invencién no son LCR sintético o artificial.

En algunas realizaciones, las formulaciones para la entrega del SNC han sido formuladas de tal manera que
son capaces de estabilizar, o alternativamente retardar o prevenir la degradacion, de un agente terapéutico formulados
con el mismo (un 12S enzima). Como se usa en el presente documento, el término "estable" se refiere a la capacidad
del agente terapéutico (es decir, la enzima 12S) para mantener su eficacia terapéutica (por ejemplo, la totalidad o la
mayoria de su actividad bioldgica y/o integridad fisicoquimica prevista) durante periodos prolongados de tiempo. La
estabilidad de un agente terapéutico y la capacidad de la composicién farmacéutica para mantener la estabilidad de
dicho agente terapéutico pueden evaluarse durante periodos de tiempo prolongados (por ejemplo, preferiblemente
durante al menos 1, 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36 meses o mas). En el contexto de una formulacién, una formulacion estable
es aquella en la que el agente terapéutico en el mismo conserva esencialmente su integridad fisica y/o quimica y su
actividad biolégica durante el almacenamiento y durante los procesos (tales como congelacidon/descongelacion,
mezcla mecanica vy liofilizacion). Para la estabilidad de la proteina, se puede medir mediante la formacién de agregados
de alto peso molecular (HMW), pérdida de actividad enzimatica, generacion de fragmentos de péptidos y
desplazamiento de los perfiles de carga.

La estabilidad del agente terapéutico es de particular importancia con respecto al mantenimiento del intervalo
especificado de la concentracion de agente terapéutico requerido para permitir que el agente cumpla su funcién
terapéutica pretendida. La estabilidad del agente terapéutico puede evaluarse adicionalmente en relaciéon con la
actividad bioldgica o la integridad fisicoquimica del agente terapéutico durante periodos prolongados de tiempo. Por
ejemplo, la estabilidad en un punto de tiempo dado puede ser comparado contra la estabilidad en un punto de tiempo
anterior (por ejemplo, de la formulacion dia 0) o en contra del agente terapéutico no formulado y los resultados de esta
comparacion, expresado como porcentaje. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo
con la presente invencion mantienen al menos 100%, al menos 99%, al menos 98%, al menos 97% al menos 95%, al
menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, a al menos 75%, al menos 70%, al menos 65%, al menos 60%, al menos
55% o al menos 50% de la actividad bioldgica o integridad fisicoquimica del agente terapéutico durante un periodo
prolongado de tiempo (por ejemplo, medido en al menos unos 6-12 meses, a temperatura ambiente o en condiciones
de almacenamiento acelerado).

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (una proteina 12S) es soluble en formulaciones para su uso
de acuerdo con la presente invencion. El término "soluble" en lo que se refiere a los agentes terapéuticos para su uso
de acuerdo con la presente invencion se refiere a la capacidad de dichos agentes terapéuticos para formar una
solucion homogénea. Preferiblemente, la solubilidad del agente terapéutico en la solucién en la que se administra y
por la cual se transporta al sitio de accion objetivo (por ejemplo, las células y los tejidos del cerebro) es suficiente para
permitir el suministro de una cantidad terapéuticamente efectiva de El agente terapéutico para el sitio de accion diana.
Varios factores pueden afectar la solubilidad de los agentes terapéuticos. Por ejemplo, los factores relevantes que
pueden afectar la solubilidad de la proteina incluyen la fuerza iénica, la secuencia de aminoacidos y la presencia de
otros agentes o sales co-solubilizantes (por ejemplo, sales de calcio). En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas se formulan de tal manera que se excluyen las sales de calcio de tales composiciones.

Las formulaciones adecuadas pueden contener el agente terapéutico a diversas concentraciones. En algunas
realizaciones, las formulaciones pueden contener la proteina o el agente terapéutico a una concentracion en el
intervalo de aproximadamente 15 mg/ml a 100 mg/ml. En algunas realizaciones, las formulaciones segun la invencion
pueden contener un agente terapéutico a una concentracién de aproximadamente 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30
mg/ml, 40 mg/ml, 50 mg/ml, 60 mg/ml, 70 mg/ml, 80 mg/ml, 90 mg/ml o 100 mg/ml.

Las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion se caracterizan por su tolerabilidad en
forma de soluciones acuosas o como soluciones liofilizadas reconstituidas. Como se usa en el presente documento,
los términos "tolerable" y "tolerabilidad" se refieren a la capacidad de las composiciones farmacéuticas para su uso de
acuerdo con la presente invencion para no provocar una reaccion adversa en el sujeto al que se administra dicha
composicion, o alternativamente para no provocar una reaccion adversa grave. en el sujeto a quien se administra
dicha composicion. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la
presente invencion son bien toleradas por el sujeto al que se administran tales composiciones.

La enzima I2S para su uso de acuerdo con la presente invencion requiere pH controlado y excipientes
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especificos para mantener su solubilidad y la estabilidad en las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo
con la presente invencién. La Tabla 4 a continuacién identifica los aspectos tipicos de las formulaciones de proteinas
consideradas para mantener la solubilidad y la estabilidad de los agentes terapéuticos de proteinas.

TABLA 4
Parametro Rangoltipo tipico :-'\”az_on fundamental o base
6gica
Para estabilidad
pH 5a7)5 A veces también para solubilidad
Tioo de tampén acetato, succinato, citrato, histidina, fosfato | Mantener un pH éptimo también
P P o Tris puede afectar la estabilidad.
Concentracion  de Para mantener el pH también se
t N 5-50 mM puede estabilizar o agregar fuerza
ampoén L
idnica
Tonicificador NaCl, azucares, manitol Para ’p'roporcllona’r . soluciones
isoosmaoticas o isotonicas.
Tensioactivo Polisorbato 20, polisorbato 80 cF:):rttae estabilizar contra interfaces y
Aminoacidos (por ejemplo, arginina) a | Para una mayor solubilidad o
Otro . -
decenas a cientos de mM estabilidad
Tampones

El pH de la formulacién es un factor adicional que es capaz de alterar la solubilidad de un agente terapéutico
(por ejemplo, una enzima I2S o proteina) en una formulacién acuosa o para una formulacién de pre-liofilizacion. Por
consiguiente, las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencién comprenden uno o mas tampones.
En algunas realizaciones, las formulaciones acuosas comprenden una cantidad de tampon suficiente para mantener
el pH 6ptimo de dicha composicién entre aproximadamente 4,0-8,0 (por ejemplo, aproximadamente 4,0, 4,5, 5,0, 5,5,
6,0,6,2,6,4,6,5,6,6,6,8,7,0,7,508,0). En algunas realizaciones, el pH de la formulacién esta entre aproximadamente
5,0-7,5, entre aproximadamente 5,5-7,0, entre aproximadamente 6,0-7,0, entre aproximadamente 5,5-6,0, entre
aproximadamente 5,5-6,5, entre aproximadamente 5,0-6,0, entre aproximadamente 5,0-6,5 y entre aproximadamente
6,0-7,5. Los tampones adecuados incluyen, por ejemplo, acetato, citrato, histidina, fosfato, succinato,
tris(hidroximetil)aminometano ("Tris") y otros acidos organicos. La concentracién de tampén y el intervalo de pH de las
composiciones farmacéuticas de la presente invencidon son factores para controlar o ajustar la tolerabilidad de la
formulacion. En algunas realizaciones, un agente tamponador esta presente en una concentracién que varia entre
aproximadamente 1 mM y aproximadamente 150 mM, o entre aproximadamente 10 mM y aproximadamente 50 mM,
0 entre aproximadamente 15 mM y aproximadamente 50 mM, o entre aproximadamente 20 mM y aproximadamente
50 mM, o entre aproximadamente 25 mM y aproximadamente 50 mM. En algunas realizaciones, un agente tamponador
adecuado esta presente a una concentracion de aproximadamente 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30
mM, 35 mM, 40 mM, 45 mM 50 mM, 75 mM, 100 mM, 125 mM o 150 mM.

Tonicidad

En algunas realizaciones las formulaciones también contienen un agente de isotonicidad para mantener las
formulaciones isotonicas. Tipicamente, por "isotonico" se entiende que la formulacion de interés tiene esencialmente
la misma presion osmoética que la sangre humana. Las formulaciones isotonicas generalmente tendran una presion
osmotica de aproximadamente 240 mOsm/kg a aproximadamente 350 mOsm/kg. La isotonicidad se puede medir
utilizando, por ejemplo, una presién de vapor o osmoéMs de punto de congelacién. Ejemplos de agentes de isotonicidad
incluyen, pero no se limitan a, glicina, sorbitol, manitol, cloruro de sodio y arginina. En algunas realizaciones, los
agentes isoténicos adecuados pueden estar presentes en formulaciones acuosas y/o pre-liofiizadas a una
concentracion de aproximadamente 0,01 - 5% (por ejemplo, 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 1,5, 2,0,
2,5, 3,0, 4,0 0 5,0%) en peso. En algunas realizaciones, las formulaciones para liofilizacion contienen un agente de
isotonicidad para mantener las formulaciones de pre-liofilizacién o las formulaciones reconstituidas isoténicas.

Mientras que las soluciones generalmente isotdnicas son las preferidas para los medicamentos administrados
por via parenteral, el uso de soluciones isoténicas puede cambiar la solubilidad de algunos agentes terapéuticos y en
particular algunas proteinas y/o enzimas. Se ha demostrado que las soluciones ligeramente hiperténicas (p. €j., cloruro
de sodio de hasta 175 mM en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) y las soluciones que contienen azucar (p. €j., hasta
sacarosa al 2% en fosfato de sodio 5 mM a pH 7,0) han sido bien toleradas. La composicién de formulacién de bolo
aprobada por el SNC méas comun es la solucion salina (aproximadamente 150 mM de NaCl en agua).
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Agentes estabilizantes

En algunas realizaciones, las formulaciones pueden contener un agente estabilizante, o lioprotector, para
proteger la proteina. Tipicamente, un agente estabilizador adecuado es un azucar, un azucar no reductor y/o un
aminodcido. Los azucares ejemplares incluyen, pero no se limitan a, dextrano, lactosa, manitol, manosa, sorbitol,
rafinosa, sacarosa y trehalosa. Los aminoacidos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, arginina, glicina y metionina.
Los agentes estabilizadores adicionales pueden incluir cloruro de sodio, hidroxietilalmidén y polivinilpirrolidona. La
cantidad de agente estabilizante en la formulacion liofilizada es generalmente tal que la formulacién sera isotonica.
Sin embargo, las formulaciones reconstituidas hiperténicas también pueden ser adecuadas. Ademas, la cantidad de
agente estabilizante no debe ser demasiado baja, de modo que se produzca una cantidad inaceptable de
degradacidn/agregacion del agente terapéutico. Las concentraciones ejemplares de agente estabilizante en la
formulacion pueden variar de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 400 mM (por ejemplo, de aproximadamente
30 mM a aproximadamente 300 mM, y de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 100 mM), o alternativamente,
de 0,1% a 15% (por ejemplo, del 1% al 10%, del 5% al 15%, del 5% al 10%) en peso. En algunas realizaciones, la
proporcion de la cantidad en masa del agente estabilizante y el agente terapéutico es aproximadamente 1:1. En otras
realizaciones, la relacion de la cantidad de masa del agente estabilizante y el agente terapéutico puede ser de
aproximadamente 0,1:1, 0,2:1, 0,25:1, 0,4:1, 0,5:1, 1:1, 2:1, 2,6:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10; 1 0 20:1. En algunas realizaciones,
adecuadas para la liofilizacion, el agente estabilizante también es un lioprotector.

En algunas realizaciones, las formulaciones liquidas adecuadas para para su uso de acuerdo con la presente
invencion contienen materiales amorfos. En algunas realizaciones, las formulaciones liquidas adecuadas para para su
uso de acuerdo con la presente invencidon contienen una cantidad sustancial de materiales amorfos (por ejemplo,
formulaciones basadas en sacarosa). En algunas realizaciones, las formulaciones liquidas adecuadas para su uso de
acuerdo con para la presente invencion contienen materiales parcialmente cristalinos/parcialmente amorfos.

Agentes de carga

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

Tensioactivos

En algunas realizaciones, es deseable afiadir un tensioactivo para formulaciones. Los tensioactivos
ejemplares incluyen tensioactivos no iénicos tales como polisorbatos (por ejemplo, polisorbatos 20 u 80); poloxameros
(por ejemplo, poloxamero 188); Tritdn; dodecil sulfato de sodio (SDS); laurel sulfato de sodio; octilglicésido de sodio;
lauril, miristil, linoleil o estearil sulfobetaina; lauril, miristil, linoleil o estearil sarcosina; linoleil, miristilo o cetil-betaina;
lauroamidopropilo, cocamidopropilo, linoleamidopropilo, miristamidopropilo, palmidopropilo o isoestearamidopropil-
betaina (por ejemplo, lauroamidopropilo); miristamidopropil-, palmidopropil- o isostearamidopropil-dimetilamina; metil
cocaoil - sodio o disil restaurante de metilo disédico; y la serie MONAQUAT™ (Mona Industries, Inc., Paterson, NJ),
polietilenglicol, polipropilglicol y copolimeros de etileno y propilenglicol (por ejemplo, Pluronics, PF68, etc.).
Tipicamente, la cantidad de tensioactivo agregado es tal que reduce la agregacién de la proteina y minimiza la
formacion de particulas o efervescencias. Por ejemplo, un tensioactivo puede estar presente en una formulacién a una
concentracion de aproximadamente 0,001 - 0,5% (por ejemplo, aproximadamente 0,005 - 0,05%, 0 0,005 - 0,01%). En
particular, un surfactante puede estar presente en una formulacién a una concentracién de aproximadamente 0,005%,
0,01%, 0,02%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% o 0,5%, etc. Alternativamente, o ademas, el se puede agregar tensioactivo a
la formulacion liofilizada, formulacién pre-liofilizada y/o la formulacion reconstituida.

Otros vehiculos, excipientes farmacéuticamente aceptables o estabilizantes tales como los descritos en
Remington Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980) pueden incluirse en la formulacién (y/o la
formulacion liofilizada y/o la formulacidon reconstituida) siempre que no afecten negativamente las caracteristicas
deseadas de la formulacion. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables no son toxicos para los receptores
a las dosis y concentraciones empleadas e incluyen, entre otros, agentes tamponantes adicionales; conservantes
codisolventes; antioxidantes que incluyen acido ascoérbico y metionina; agentes quelantes como EDTA; complejos
metalicos (por ejemplo, complejos de proteina Zn); polimeros biodegradables tales como poliésteres; y/o contraiones
formadores de sal como el sodio.

Las formulaciones, en cualquier forma acuosa, pre-liofilizada, liofilizada o reconstituida se puede evaluar
sobre la base de analisis de la calidad del producto, tiempo de reconstitucion (si se liofilizan), calidad de reconstitucion
(si esta liofilizada), alto peso molecular, humedad y temperatura de transicién vitrea. Por lo general, la calidad de la
proteina y el analisis del producto incluyen el analisis de la tasa de degradacion del producto utilizando métodos que
incluyen, entre otros, HPLC de exclusion por tamafio (SE-HPLC), HPLC de intercambio cationico (CEXHPLC),
difraccién de rayos X (XRD), calorimetria de barrido diferencial modulada (mDSC), HPLC de fase inversa (RP-HPLC),
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dispersion de luz multiangulo (MALS), fluoroscencia, absorcién ultravioleta, nefelometria, electroforesis capilar (CE),
SDS-PAGE y combinaciones de los mismos. La evaluacion de un producto puede incluir una etapa de evaluar la
apariencia (ya sea liquida o de torta).

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

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

Liofilizacién

Los métodos se puede utilizar para liofilizar cualquier material, en particular de agentes, terapéuticos.
Tipicamente, una formulacion previa a la liofilizacion contiene ademas una eleccion apropiada de excipientes u otros
componentes tales como estabilizadores, agentes tamponantes, agentes de carga y tensioactivos para evitar la
degradacion del compuesto de interés (por ejemplo, agregacion de proteinas, desamidacion y/u oxidacion) durante
liofilizacion y almacenamiento. La formulacion para la liofilizacidon puede incluir uno o mas ingredientes adicionales que
incluyen lioprotectores o agentes estabilizantes, tampones, agentes de carga, agentes de isotonicidad y tensioactivos.

Después de la sustancia de interés y los componentes adicionales se mezclan entre si, la formulacion se
liofiliza. La liofilizacion generalmente incluye tres etapas principales: congelacion, secado primario y secado
secundario. La congelacion es necesaria para convertir el agua en hielo o algunos componentes de formulacién amorfa
en la forma cristalina. El secado primario es el paso del proceso cuando se elimina el hielo del producto congelado por
sublimacion directa a baja presion y temperatura. El secado secundario es el paso del proceso cuando se elimina el
agua delimitada de la matriz del producto utilizando la difusién del agua residual a la superficie de evaporacion. La
temperatura del producto durante el secado secundario es normalmente mayor que durante el secado primario. Ver,
Tang X. et al. (2004) "Design of freeze-drying processes for pharmaceuticals: Practical advice," Pharm.
Res., 21:191-200; Nail S.L. et al. (2002) "Fundamentals of freeze-drying," in Development and manufacture of protein
pharmaceuticals. Nail S.L. editor New York: Kluwer Academic/Plenum Publishers, pp 281-353; Wang et al. (2000)
"Lyophilization and development of solid protein pharmaceuticals," Int. J. Pharm., 203:1-60; Williams N.A. et al. (1984)
"The lyophilization of pharmaceuticals; A literature review." J. Parenteral Sci. Technol., 38:48-59.

Una etapa de recocido se puede introducir durante la congelacion inicial del producto. El paso de recocido
puede reducir el tiempo total del ciclo. Sin desear limitarse a ninguna teoria, se contempla que el paso de recocido
puede ayudar a promover la cristalizacion del excipiente y la formacién de cristales de hielo mas grandes debido a la
recristalizacion de los cristales pequefios formados durante el sobreenfriamiento, lo que, a su vez, mejora la
reconstitucion. Tipicamente, un paso de recocido incluye un intervalo u oscilacion en la temperatura durante la
congelacién. Por ejemplo, la temperatura de congelacién puede ser -40°C, y el paso de recocido aumentara la
temperatura a, por ejemplo, -10°C y mantendra esta temperatura durante un periodo de tiempo establecido. El tiempo
del paso de recocido puede variar de 0,5 horas a 8 horas (por ejemplo, 0,5, 1,0 1,5, 2,0, 2,5, 3, 4, 6 y 8 horas). La
temperatura de recocido puede estar entre la temperatura de congelacion y 0°C.

La liofilizacion puede realizarse en un recipiente, tal como un tubo, una bolsa, una botella, una bandeja, un
vial (por ejemplo, un vial de vidrio), una jeringa o cualquier otro recipiente adecuado. Los envases pueden ser
desechables. La liofilizacién también se puede realizar a gran o pequefia escala. En algunos casos, puede ser
deseable liofilizar la formulacion de la proteina en el recipiente en donde se realizara la reconstitucién de la proteina
para evitar una etapa de transferencia. El recipiente en este caso puede ser, por ejemplo, un vial de 3, 4, 5, 10, 20, 50
0 100 cc.

Muchos diferentes liofilizadores estan disponibles para este propdsito, como casco secador a escala piloto
(SP Industries, EE.UU.), Génesis (SP Industries) de laboratorio liofilizadores, o cualesquiera liofilizadores capaces de
controlar la liofilizaciéon los parametros del proceso dados. La liofilizacién se realiza congelando la formulacion y
posteriormente sublimando el hielo del contenido congelado a una temperatura adecuada para el secado primario. La
congelacion inicial lleva la formulacion a una temperatura inferior a aproximadamente -20°C (por ejemplo, -50°C, -
45°C, -40°C, -35°C, -30°C, -25°C, etc.) tipicamente en no mas de aproximadamente 4 horas (por ejemplo, no mas de
aproximadamente 3 horas, no mas de aproximadamente 2,5 horas, no mas de aproximadamente 2 horas). Bajo esta
condicion, la temperatura del producto esta tipicamente por debajo del punto eutéctico o la temperatura de colapso de

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 895655 T3

la formulacién. Tipicamente, la temperatura de almacenamiento para el secado primario variara de aproximadamente
-30 a 25°C (siempre que el producto permanezca por debajo del punto de fusion durante el secado primario) a una
presion adecuada, que varia tipicamente de aproximadamente 20 a 250 mTorr. La formulacion, el tamafo y el tipo del
recipiente que contiene la muestra (p. ej., el vial de vidrio) y el volumen de liquido determinaran principalmente el
tiempo requerido para el secado, que puede variar desde unas pocas horas hasta varios dias. Se lleva a cabo una
etapa de secado secundario a aproximadamente 0-60°C, dependiendo principalmente del tipo y tamafio del recipiente
y el tipo de proteina terapéutica empleada. Nuevamente, el volumen de liquido determinara principalmente el tiempo
requerido para el secado, que puede variar desde unas pocas horas hasta varios dias.

Como una proposicion general, la liofilizacion se traducira en una formulacion liofilizada en donde el contenido
de humedad del mismo es menor que aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, menos de
aproximadamente 3%, menos de aproximadamente 2%, menos de aproximadamente 1%, y menos de
aproximadamente 0,5%.

Reconstitucién

Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente invencion estan en una forma
acuosa tras la administracion a un. Si las composiciones farmacéuticas de la presente invencion estan liofilizadas,
tales composiciones deben reconstituirse afnadiendo uno o mas diluyentes a las mismas antes de la administracion a
un sujeto. En la etapa deseada, tipicamente en un momento apropiado antes de la administracién al paciente, la
formulacion liofilizada puede reconstituirse con un diluyente de tal manera que sea deseable la concentracion de
proteina en la formulacién reconstituida.

Varios diluyentes se pueden usar. En algunas realizaciones, un diluyente adecuado para la reconstitucién es
agua. El agua utilizada como diluyente puede tratarse de varias maneras, incluyendo ésmosis inversa, destilacion,
desionizacion, filtraciones (por ejemplo, carbén activado, microfiltracion, nanofiltracion) y combinaciones de estos
métodos de tratamiento. En general, el agua debe ser adecuada para inyeccién, incluyendo, entre otros, agua estéril
0 agua bacteriostética para inyeccion.

Diluyentes ejemplares adicionales incluyen una solucién de pH tamponado (por ejemplo, solucion salina
tamponada con fosfato), solucion salina estéril, solucion de Elliot, solucion de dextrosa o solucién de Ringer. Los
diluyentes adecuados pueden contener opcionalmente un conservante. Los conservantes ejemplares incluyen
alcoholes aromaticos tales como alcohol bencilico o fendlico. La cantidad de conservante empleada se determina
evaluando diferentes concentraciones de conservante para verificar su compatibilidad con la proteina y las pruebas
de eficacia del conservante. Por ejemplo, si el conservante es un alcohol aromatico (como el alcohol bencilico), puede
estar presente en una cantidad de aproximadamente 0,1-2,0%, de aproximadamente 0,5-1,5%, o aproximadamente
1,0-1,2%.

Los diluyentes adecuados pueden incluir una variedad de aditivos, incluyendo, pero no limitado a, agentes
tamponantes del pH, (por ejemplo, Tris, histidina,) sales (por ejemplo, cloruro sédico) y otros aditivos (por ejemplo,
sacarosa), incluyendo los descritos anteriormente (por ejemplo, agentes estabilizantes, agentes de isotonicidad).

Una proteina liofilizada se puede reconstituir a una concentraciéon de al menos 25 mg/ml (por ejemplo, al
menos 50 mg/ml, al menos 75 mg/ml, al menos 100 mg/) y en cualquier intervalo entre ellos. En algunas realizaciones,
la sustancia liofilizada (proteina) puede reconstituirse a una concentracion que varia de aproximadamente 25 mg/ml a
100 mg/ml (por ejemplo, de aproximadamente 25 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml, de aproximadamente 25 mg/ml
hasta aproximadamente 75 mg/ml, desde aproximadamente 25 mg/ml hasta aproximadamente 100 mg/ml, desde
aproximadamente 50 mg/ml hasta aproximadamente 75 mg/ml, desde aproximadamente 50 mg/ml hasta
aproximadamente 100 mg/ml). En algunas realizaciones, la concentracion de proteina en la formulacion reconstituida
puede ser mayor que la concentracién en la formulacion previa a la liofilizacién. En algunas realizaciones, la
concentracion de proteina en la formulacién reconstituida puede ser de aproximadamente 2-50 veces (por ejemplo,
aproximadamente 2-20, aproximadamente 2-10 veces o aproximadamente 2-5 veces) de la formulacién pre-liofilizada.
En algunas realizaciones, la concentracion de proteina en la formulacion reconstituida puede ser al menos
aproximadamente 2 veces (por ejemplo, al menos aproximadamente 3, 4, 5, 10, 20, 40 veces) de la formulacion pre-
liofilizada.

La reconstitucion puede realizarse en cualquier recipiente. Los recipientes ejemplares adecuados para la
invencion incluyen, pero no se limitan a, tales como tubos, viales, jeringas (por ejemplo, de una camara o de doble
camara), bolsas, botellas y bandejas. Los recipientes adecuados pueden estar hechos de cualquier material como
vidrio, plastico, metal. Los envases pueden ser desechables o reutilizables. La reconstitucion también se puede realizar
a gran o pequena escala.

En algunos casos, puede ser deseable liofilizar la formulacion de proteina en el recipiente en donde la

reconstitucion de la proteina se va a llevar a cabo con el fin de evitar una etapa de transferencia. El recipiente en este
caso puede ser, por ejemplo, un vial de 3, 4, 5, 10, 20, 50 o 100 cc. En algunas realizaciones, un recipiente adecuado
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para la liofilizacién y la reconstitucion es una jeringa de doble camara (por ejemplo, jeringas Lyo-Ject, ® (Vetter)). Por
ejemplo, una jeringa de doble camara puede contener tanto la sustancia liofilizada como el diluyente, cada uno en una
camara separada, separados por un tapon (ver Ejemplo 5). Para reconstituir, se puede unir un émbolo al tapon en el
lado del diluyente y presionarlo para mover el diluyente a la camara del producto de modo que el diluyente pueda
contactar con la sustancia liofilizada y la reconstitucidon puede tener lugar como se describe en este documento (ver
Ejemplo 5).

Administracion al SNC

Se contempla que las diversas formulaciones a base de soluciéon salina o tampén descritas en este
documento sean generalmente adecuadas para la administracion al SNC de agente terapéutico. Las formulaciones a
base de solucion salina o tampén de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para la administracion del SNC
a través de administraciones intratecales (por ejemplo, IT-Lumbar, IT-cisterna magna) para inyeccién directa o
indirecta al SNC y/o LCR.

Administracion intratecal

La administracion intratecal puede ser utilizada para suministrar una proteina de 12S en el LCR. Como se usa
en este documento, la administracion intratecal (también denominada inyeccion intratecal) se refiere a una inyeccion
en el canal espinal (espacio intratecal que rodea la médula espinal). Se pueden usar diversas técnicas, que incluyen,
sin limitacion, inyeccion cerebroventricular lateral a través de un orificio de perforacion o puncion cistemal o lumbar o
similares. Métodos ejemplares se describen en Lazorthes et al. Advances in Drug Delivery Systems and Applications
in Neurosurgery, 143-192 and Omaya et al., Cancer Drug Delivery, 1:169-179.

Segun la presente invencidn, una enzima se puede inyectar en cualquier regién que rodea el canal espinal.
En algunas realizaciones, se inyecta una enzima en el area lumbar o la cisterna magna o intraventricularmente en un
espacio ventricular cerebral. Como se usa en el presente documento, el término "region lumbar”" o "area lumbar" se
refiere al area entre la tercera y cuarta vértebras lumbares (parte inferior de la espalda) y, mas inclusivamente, la
region L2-S1 de la columna vertebral. Tipicamente, la inyeccion intratecal a través de la region lumbar o el &rea de la
madera también se conoce como "suministro de IT lumbar" o "administraciéon de IT lumbar". El término "cisterna
magna" se refiere al espacio alrededor y debajo del cerebelo a través de la abertura entre el craneo y la parte superior
de la columna vertebral. Tipicamente, la inyeccion intratecal a través de cisterna magna también se conoce como
"suministro de cisterna magna". El término "ventriculo cerebral" se refiere a las cavidades en el cerebro que son
continuas con el canal central de la médula espinal. Tipicamente, las inyecciones a través de las cavidades del
ventriculo cerebral se denominan suministro cerebral intravetricular (ICV).

En algunas realizaciones, "administraciéon intratecal" o "entrega intratecal", de acuerdo con la presente
invencion se refiere a administracion o entrega lumbar de IT, por ejemplo, entregado entre la tercera y cuarta lumbar
(espalda baja) vértebras y, mas inclusiva, la regién L2-S1 de la columna vertebral. Se contempla que la administracion
o entrega de IT lumbar distingue sobre la entrega de cisterna magna en que la administraciéon o entrega de IT lumbar
de acuerdo con nuestra invencién proporciona una entrega mejor y mas efectiva al canal espinal distal, mientras que
la entrega de cisterna magna, entre otras cosas, generalmente no entrega bien al canal espinal distal.

Dispositivo para administracion intratecal

Diversos dispositivos se pueden utilizar para la entrega intratecal de acuerdo con la presente invencion. En
algunas realizaciones, un dispositivo para administracién intratecal contiene un puerto de acceso de fluido (por
ejemplo, puerto inyectable); un cuerpo hueco (por ejemplo, un catéter) que tiene un primer orificio de flujo en
comunicacion fluida con el puerto de acceso de fluido y un segundo orificio de flujo configurado para insercion en la
médula espinal; y un mecanismo de fijacion para asegurar la insercién del cuerpo hueco en la médula espinal. Como
un ejemplo no limitativo que se muestra en la Figura 62, un mecanismo de fijacion adecuado contiene uno o mas nobs
montados en la superficie del cuerpo hueco y un anillo suturado ajustable sobre uno o mas nobs para evitar que el
cuerpo hueco (por ejemplo, el catéter) se salga de la médula espinal. En diversas realizaciones, el puerto de acceso
de fluido comprende un depdsito. En algunas realizaciones, el puerto de acceso de fluido comprende una bomba
mecanica (por ejemplo, una bomba de infusion). En algunas realizaciones, un catéter implantado esta conectado a un
deposito (por ejemplo, para administracion de bolo) o a una bomba de infusién. El puerto de acceso de fluido puede
ser implantado o externo.

En algunas realizaciones, la administracion intratecal puede realizarse mediante puncién lumbar (es decir,
bolo lento) o mediante un sistema de administracion de catéter de puerto (es decir, infusién o bolo). En algunas
realizaciones, el catéter se inserta entre las laminas de las vértebras lumbares y la punta se enrosca en el espacio
tecal hasta el nivel deseado (generalmente L3-L4) (Figura 63).

En relacion con la administracion intravenosa, un volumen de dosis Unica adecuado para la administracion
intratecal es tipicamente pequefio. Tipicamente, el suministro intratecal segun la presente invencion mantiene el
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equilibrio de la composicion del LCR asi como la presién intracraneal del sujeto. En algunas realizaciones, el suministro
intratecal se realiza en ausencia de la eliminacién correspondiente de LCR de un sujeto. En algunas realizaciones, un
volumen de dosis Unica adecuado puede ser, por ejemplo, inferior a aproximadamente 10 ml, 8 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3
ml, 2 ml, 1,5 ml, 1 ml o 0,5 ml. En algunas realizaciones, un volumen de dosis Unica adecuado puede ser de
aproximadamente 0,5-5 ml, 0,5-4 ml, 0,5-3 ml, 0,5-2 ml, 0,5-1 ml, 1-3 ml, 1-5 ml, 1,5-3 ml, 1-4 ml 0 0,5-1,5 ml. En
algunas realizaciones, el suministro intratecal segun la presente invencion implica una etapa de eliminar primero una
cantidad deseada de LCR. En algunas realizaciones, menos de aproximadamente 10 ml

(por ejemplo, menos de aproximadamente 9 ml, 8 ml, 7 ml, 6 ml, 5 ml, 4 ml, 3 ml, 2 ml, 1 ml) de LCR se
eliminan primero antes de la administracion de IT. En esos casos, un volumen de dosis Unica adecuada puede ser,
por ejemplo, mas de aproximadamente 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 7 ml, 8 ml, 9 ml, 10 ml, 15 ml 0 20 ml.

Varios otros dispositivos pueden utilizarse para efectuar la administracion intratecal de una composicion
terapéutica. Por ejemplo, las formulaciones que contienen las enzimas deseadas pueden administrarse utilizando un
depdsito Ommaya que es de uso comun para la administracion intratecal de farmacos para la carcinomatosis
meningea (Lancet 2: 983-84, 1963). Mas especificamente, en este método, se inserta un tubo ventricular a través de
un orificio formado en el asta anterior y se conecta a un reservorio Ommaya instalado debajo del cuero cabelludo, y el
reservorio se perfora por via subcutanea para administrar intratecalmente la enzima particular que se esta
reemplazando, que se inyecta en el embalse. Otros dispositivos para la administracion intratecal de composiciones
terapéuticas o formulaciones a un individuo se describen en la patente de EE.UU. N° 6,217,552. Alternativamente, el
farmaco puede administrarse por via intratecal, por ejemplo, mediante una inyeccion unica o infusiéon continua. Debe
entenderse que el tratamiento de dosificacion puede estar en la forma de una administracion de dosis Unica o dosis
multiples.

Para la inyeccion, las formulaciones para su uso de acuerdo con la invenciéon se formulan en soluciones
liguidas. Ademas, la enzima puede formularse en forma sélida y redisolverse o suspenderse inmediatamente antes
de su uso. También se incluyen formas liofilizadas. La inyeccion puede ser, por ejemplo, en forma de inyeccion en
bolo o infusién continua (por ejemplo, usando bombas de infusién) de la enzima.

En una realizacién de la invencion, la enzima se administra por inyeccion ventricular del cerebro lateral en el
cerebro de un sujeto. La inyeccion se puede realizar, por ejemplo, a través de un orificio realizado en el craneo del
sujeto. En oftra realizacién, la enzima y/u otra formulacién farmacéutica se administra a través de una derivacion
insertada quirurgicamente en el ventriculo cerebral de un sujeto. Por ejemplo, la inyecciéon puede realizarse en los
ventriculos laterales, que son mas grandes. En algunas realizaciones, también se puede realizar la inyeccién en el
tercer y cuarto ventriculos mas pequenos.

En otra realizacion mas, las composiciones farmacéuticas utilizadas en la presente invencion se administran
por inyeccion en la cisterna magna, o area lumbar de un sujeto.

En otra realizacion del método de la invencion, la formulacion farmacéuticamente aceptable proporciona la
liberacion sostenida, por ejemplo, "liberacion lenta" de la enzima 12S u otra composicion farmacéutica utilizada en la
presente invencion, a un sujeto durante al menos uno, dos, tres, cuatro semanas o periodos de tiempo mas largos
después de que la formulacion farmacéuticamente aceptable se administra al sujeto.

Tal como se utiliza aqui, el término "liberacién sostenida" se refiere a la entrega continua de una formulacién
farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencioén in vivo durante un periodo de tiempo después de la
administracion, preferiblemente al menos varios dias, una semana o varias semanas. El suministro sostenido de la
composicion puede demostrarse, por ejemplo, mediante el efecto terapéutico continuo de la enzima a lo largo del
tiempo (por ejemplo, el suministro sostenido de la enzima puede demostrarse mediante una cantidad reducida continua
de granulos de almacenamiento en el sujeto). Alternativamente, el suministro sostenido de la enzima puede
demostrarse detectando la presencia de la enzima in vivo a lo largo del tiempo.

Entrega a los tejidos diana

Como se discutié anteriormente, una de las caracteristicas sorprendentes e importantes de la presente
invencion es que las enzimas 12S de reemplazo administradas para su uso de acuerdo con la presente invencion son
capaces de difundirse con eficacia y extensivamente a través de la superficie del cerebro y penetrar en diversas capas
o regiones del cerebro, incluidas las regiones del cerebro profundo. Ademas, las formulaciones para su uso de acuerdo
con la presente invencion administran efectivamente una enzima I12S a diversos tejidos, neuronas o células de la
médula espinal, incluida la regién lumbar, que es dificil de alcanzar mediante los métodos existentes de administracion
del SNC, como la inyeccion de ICV. Ademas, las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion
suministran una cantidad suficiente de una enzima 12S al torrente sanguineo y a varios 6rganos y tejidos periféricos.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, una enzima I2S se suministra al sistema nervioso central de un sujeto.
En algunas realizaciones, se suministra una enzima I2S a uno o mas tejidos diana del cerebro, la médula espinal y/u
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organos periféricos. Como se usa en el presente documento, el término "tejidos diana" se refiere a cualquier tejido
afectado por la enfermedad de almacenamiento lisosomal a tratar o cualquier tejido en donde la enzima lisosomal
deficiente se expresa normalmente. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que
hay una cantidad detectable o anormalmente alta de sustrato enzimatico, por ejemplo almacenado en los lisosomas
celulares del tejido, en pacientes que padecen o son susceptibles a la enfermedad de almacenamiento lisosémico. En
algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos que muestran patologia, sintoma o caracteristica
asociada a la enfermedad. En algunas realizaciones, los tejidos diana incluyen aquellos tejidos en los que la enzima
lisosémica deficiente se expresa normalmente a un nivel elevado. Como se usa en el presente documento, un tejido
diana puede ser un tejido diana del cerebro, un tejido diana de la médula espinal y/o un tejido diana periférico. Los
tejidos diana ejemplares se describen en detalle a continuacion.

Tejidos de diana cerebral

En general, el cerebro se puede dividir en diferentes regiones, capas y tejidos. Por ejemplo, el tejido meningeo
es un sistema de membranas que envuelve el sistema nervioso central, incluido el cerebro. Las meninges contienen
tres capas, que incluyen materia dura, materia aracnoidea y materia pia. En general, la funcion principal de las
meninges y del liquido cefalorraquideo es proteger el sistema nervioso central. En algunas realizaciones, una proteina
I12Sterapéutica de acuerdo con la presente invencion se administra a una o mas capas de las meninges.

El cerebro tiene tres subdivisiones principales, incluyendo el cerebro, el cerebelo y el tronco cerebral. Los
hemisferios cerebrales, que estan situados sobre la mayoria de las otras estructuras cerebrales y estan cubiertos con
una capa cortical. Debajo del cerebro se encuentra el tronco encefalico, que se asemeja a un tallo al que se une el
cerebro. En la parte posterior del cerebro, debajo del cerebro y detras del tronco encefalico, se encuentra el cerebelo.

El diencéfalo, que se encuentra cerca de la linea media del cerebro y por encima del mesencéfalo, contiene
el talamo, metatalamo, el hipotalamo, epitalamo, prethalamus, y pretectum. El mesencéfalo, también llamado
mesencéfalo, contiene el tectum, tegumentum, mesocoelia ventricular y pedunculos cerebrales, el nicleo rojo y el
nucleo del nervio craneal lll. EI mesencéfalo se asocia con vision, audicién, control motor, suefio/vigilia, estado de
alerta, y regulacion de la temperatura.

Las regiones de los tejidos del sistema nervioso central, incluido el cerebro, se pueden caracterizar en funcion
de la profundidad de los tejidos. Por ejemplo, los tejidos del SNC (p. €j., El cerebro) pueden caracterizarse como tejidos
superficiales o poco profundos, tejidos de profundidad media y/o tejidos profundos.

Segun la presente invencion, una proteina terapéutica (una enzima 12S de reemplazo) puede ser suministrada
a cualquier tejido diana cerebral apropiado asociado con una enfermedad particular a tratar en un sujeto. En algunas
realizaciones, una proteina terapéutica (una enzima 12S de reemplazo) para su uso de acuerdo con la presente
invencién se administra al tejido diana cerebral superficial. En algunas realizaciones, una proteina terapéutica para su
uso de acuerdo con la presente invencion se administra al tejido diana cerebral de profundidad media. En algunas
realizaciones, una proteina terapéutica para su uso de acuerdo con la presente invencion se administra al tejido diana
cerebral profundo. En algunas realizaciones, una proteina terapéutica para su uso de acuerdo con la presente
invencion se administra a una combinacién de tejido diana cerebral superficial, tejido diana cerebral de profundidad
media, y/o tejido diana cerebral profundo. En algunas realizaciones, una proteina terapéutica para su uso de acuerdo
con la presente invencion se administra a un tejido cerebral profundo al menos 4 mm, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 9
mm, 10 mm o mas por debajo (o interno a) la superficie externa del cerebro.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima 12S) se entrega a uno o mas tejidos superficiales o
poco profundos de cerebro. En algunas realizaciones, la superficie diana o los tejidos poco profundos del cerebro se
encuentran dentro de los 4 mm de la superficie del cerebro. En algunas realizaciones, la superficie diana o los tejidos
poco profundos del cerebro se seleccionan de tejidos de la piamadre, tejidos de la cinta cortical cerebral, hipocampo,
espacio Virchow Robin, vasos sanguineos dentro del espacio VR, el hipocampo, porciones del hipotalamo en la
superficie inferior del cerebro, los nervios y tractos opticos, el bulbo olfativo y las proyecciones, y sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima 12S) se entrega a uno o mas tejidos profundos del
cerebro. En algunas realizaciones, la superficie diana o los tejidos poco profundos del cerebro se encuentran a 4 mm
(por ejemplo, 5 mm, 6 mm, 7 mm, 8 mm, 9 mm o 10 mm) debajo (o internamente) de la superficie del cerebro. En
algunas realizaciones, los tejidos profundos especificos del cerebro incluyen la cinta cortical cerebral. En algunas
realizaciones, tejidos profundos dirigidos del cerebro incluyen uno o mas del diencéfalo (por ejemplo, el hipotalamo,
talamo, prethalamus, subtalamo, etc.), metencéfalo, nucleos lentiformes, los ganglios basales, nucleo caudado,
putamen, amigdala, globo pélido y sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (por ejemplo, enzima 12S) se entrega a uno o mas tejidos del
cerebelo. En ciertas realizaciones, el uno o mas tejidos especificos del cerebelo se seleccionan del grupo que consiste
en tejidos de la capa molecular, tejidos de la capa de células de Purkinje, tejidos de la capa de células granulares,
pedunculos cerebelosos y una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima
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I12S) se administra a uno o mas tejidos profundos del cerebelo que incluyen, pero no se limitan a, tejidos de la capa de
células de Purkinje, tejidos de la capa de células granulares, tejido de materia blanca cerebelosa profunda (por
ejemplo, profundo en relacién con la capa de células granulares), y tejido profundo del ntcleo cerebeloso.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima 12S) se entrega a uno o mas tejidos del tronco
cerebral. En algunas realizaciones, el uno o mas tejidos dirigidos del tronco encefalico incluyen tejido de sustancia
blanca del tronco encefalico y/o tejido de nucleo del tronco encefalico.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima 12S) se entrega a varios tejidos del cerebro
incluyendo, pero no limitado a, la materia gris, la materia blanca, zonas periventriculares, pia-aracnoides, meninges,
neocortex, cerebelo, tejidos profundos en la corteza cerebral, capa molecular, regiéon caudada/putamen, mesencéfalo,
regiones profundas de la protuberancia o médula, y sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima I12S) se entrega a diversas células en el cerebro,
incluyendo pero no limitado a, neuronas, células gliales, células perivasculares y/o células de las meninges. En algunas
realizaciones, se administra una proteina terapéutica a oligodendrocitos de materia blanca profunda.

Médula espinal

En general, las regiones o los tejidos de la médula espinal pueden ser caracterizados en base a la profundidad
de los tejidos. Por ejemplo, los tejidos de la médula espinal pueden caracterizarse como tejidos superficiales o
superficiales, tejidos de profundidad media y/o tejidos profundos.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima 12S) se administra a uno o mas tejidos superficiales
o poco profundos de la médula espinal. En algunas realizaciones, una superficie especifica o tejido superficial de la
médula espinal se encuentra dentro de los 4 mm de la superficie de la médula espinal. En algunas realizaciones, una
superficie especifica o tejido superficial de la médula espinal contiene materia pia y/o tractos de materia blanca.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima 12S) se administra a uno o mas tejidos profundos de
la médula espinal. En algunas realizaciones, un tejido profundo dirigido de la médula espinal se encuentra interno a 4
mm de la superficie de la médula espinal. En algunas realizaciones, un tejido profundo dirigido de la médula espinal
contiene materia gris de la médula espinal y/o células ependimarias.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico (enzima I12S) se administra a las neuronas de la médula
espinal.

Tejidos diana periféricos

Como se usa en este documento, los érganos o tejidos periféricos se refieren a cualquier érgano o tejido que
no es parte del sistema nervioso central (SNC). Los tejidos diana periféricos pueden incluir, entre otros, sistema
sanguineo, higado, rifidn, corazén, endotelio, médula ésea y células derivadas de médula ésea, bazo, pulmoén, ganglio
linfatico, hueso, cartilago, ovario y testiculo. En algunas realizaciones, una proteina terapéutica (una enzima 12S de
reemplazo) de acuerdo con la presente invenciéon se administra a uno o mas de los tejidos diana periféricos.

Biodistribucion y biodisponibilidad

En diversas realizaciones, una vez entregada al tejido diana, la enzima I12S se localiza intracelularmente. Por
ejemplo, un agente terapéutico (enzima 12S) puede localizarse en exones, axones, lisosomas, mitocondrias o vacuolas
de una célula diana (por ejemplo, neuronas como las células de Purkinje). Por ejemplo, en algunas realizaciones, las
enzimas administradas intratecalmente demuestran una dinamica de translocacion tal que la enzima se mueve dentro
del espacio perivascular (por ejemplo, mediante mecanismos convectivos asistidos por pulsaciéon). Ademas, los
mecanismos activos de transporte axonal relacionados con la asociacién de la proteina o enzima administrada con los
neurofilamentos también pueden contribuir o facilitar la distribucion de proteinas o enzimas administradas
intratecalmente en los tejidos mas profundos del sistema nervioso central.

En algunas realizaciones, una enzima 12S administrada de acuerdo con la presente invencién puede alcanzar
niveles o actividades terapéutica o clinicamente eficaces en diversos tejidos diana descritos en este documento. Como
se usa en el presente documento, un nivel o actividad terapéutica o clinicamente eficaz es un nivel o actividad
suficiente para conferir un efecto terapéutico en un tejido diana. El efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir,
medible por alguna prueba o marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto da una indicacién o siente un efecto). Por
ejemplo, un nivel o actividad terapéutica o clinicamente efectiva puede ser un nivel o actividad enzimatica que sea
suficiente para mejorar los sintomas asociados con la enfermedad en el tejido diana (por ejemplo, almacenamiento de
GAG).

En algunas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima 12S de reemplazo) administrado segun la

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 895655 T3

presente invencion puede lograr un nivel o actividad enzimatica que es al menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95% del nivel o actividad normal de la enzima lisosémica correspondiente en el tejido diana.
En algunas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado de acuerdo con la presente
invencién puede alcanzar un nivel o actividad enzimatica que se incrementa al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces,
5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10 veces en comparacion con un control (por ejemplo, niveles endégenos
0 actividades sin el tratamiento). En algunas realizaciones, un agente terapéutico (por ejemplo, una enzima de
reemplazo) administrado de acuerdo con la presente invencién puede lograr un nivel o actividad enzimatica aumentada
de al menos aproximadamente 10 nmol/hr/mg, 20 nmol/hr/mg, 40 nmol/hr/mg, 50 nmol/hr/mg, 60 nmol/hr/mg, 70
nmol/hr/mg, 80 nmol/hr/mg, 90 nmol/hr/mg, 100 nmol/hr/mg, 150 nmol/hr/mg, 200 nmol/hr/mg, 250 nmol/hr/mg, 300
nmol/hr/mg, 350 nmol/hr/mg, 400 nmol/hr/mg, 450 nmol/hr/mg, 500 nmol/hr/mg, 550 nmol/hr/mg o 600 nmol/hr/mg en
un tejido diana.

En algunas realizaciones, las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencién son
particularmente utiles para apuntar a la region lumbar. En algunas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima
I12S de reemplazo) administrado segun la presente invencion puede lograr un nivel o actividad enzimatica incrementada
en la regiéon lumbar de al menos aproximadamente 500 nmol/hr/mg, 600 nmol/hr/mg, 700 nmol/hr/mg, 800 nmol/hr/mg,
900 nmol/hr/mg, 1000 nmol/hr/mg, 1500 nmol/hr/mg, 2000 nmol/hr/mg, 3000 nmol/hr/mg, 4000 nmol/hr/mg, 5000
nmol/hr/mg, 6000 nmol/hr/mg, 7000 nmol/hr/mg, 8000 nmol/hr/mg, 9000 nmol/hr/mg, o 10.000 nmol/hr/mg.

En general, los agentes terapéuticos (enzimas I12S de reemplazo) administrados de acuerdo con la presente
invencioén tienen un tiempo medio suficientemente largo en LCR y tejidos diana del cerebro, la médula espinal y los
organos periféricos. En algunas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado segun
la presente invencion puede tener una vida media de al menos aproximadamente 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos,
90 minutos, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 12 horas, 16 horas, 18
horas, 20 horas, 25 horas, 30 horas, 35 horas, 40 horas, hasta 3 dias, hasta 7 dias, hasta 14 dias, hasta 21 dias o
hasta un mes. En algunas realizaciones, en algunas realizaciones, un agente terapéutico de agente (por ejemplo, una
enzima 12S de reemplazo) entregada de acuerdo con la presente invencion puede retener nivel detectable o actividad
en el LCR o el torrente sanguineo después de 12 horas, 24 horas, 30 horas, 36 horas, 42 horas, 48 horas, 54 horas,
60 horas, 66 horas, 72 horas, 78 horas, 84 horas, 90 horas, 96 horas, 102 horas o una semana después de la
administracion. El nivel o actividad detectable puede determinarse usando varios métodos conocidos en la técnica.

En ciertas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima 12S de reemplazo) administrado de acuerdo con
la presente invencion logra una concentracion de al menos 30 pg/ml en los tejidos y células del SNC del sujeto después
de la administracion (por ejemplo, una semana, 3). dias, 48 horas, 36 horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6
horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora, 30 minutos o menos, después de la administracion intratecal de la composicion
farmacéutica al tema). En ciertas realizaciones, un agente terapéutico (una enzima de reemplazo) administrado de
acuerdo con la presente invencion logra una concentracion de al menos 20 pg/ml, al menos 15 pg/ml, al menos 10
pg/ml, al menos 7,5 pg/ml, al menos 5 pg/ml, al menos 25 pg/ml, al menos 10 pg/ml o al menos 0,5 pg/ml en los tejidos
o células diana del sujeto (p. €j., tejidos cerebrales o neuronas) después de la administraciéon a dicho sujeto (por
ejemplo, una semana, 3 dias, 48 horas, 36 horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6 horas, 4 horas, 3 horas, 2
horas, 1 hora, 30 minutos 0 menos después de la administracion intratecal de tales composiciones farmacéuticas al
sujeto).

Tratamiento del Sindrome de Hunter y otras enfermedades de almacenamiento lisosémico

Las enfermedades de almacenamiento lisosdmico representan un grupo de trastornos metabolicos
hereditarios relativamente raros que resultan de defectos en la funcién lisosémica. Las enfermedades lisosémicas se
caracterizan por la acumulacion de macromoléculas no digeridas, incluidos los sustratos enzimaticos, dentro de los
lisosomas (ver Tabla 1), lo que resulta en un aumento en el tamafo y el numero de dichos lisosomas y, en ultima
instancia, en la disfuncioén celular y anormalidades clinicas.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden facilitar ventajosamente el suministro de los
agentes terapéuticos (las enzimas I12S ) a organulos especificos. Por ejemplo, debido a que los trastornos de
almacenamiento lisosomico, como el sindrome de Hunter, se caracterizan por una acumulacion de
glicosaminoglicanos (GAG) en los lisosomas de las células afectadas, los lisosomas representan un organulo objetivo
deseado para el tratamiento de los trastornos de almacenamiento lisosémico.

Las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion son particularmente Utiles para tratar
aquellas enfermedades que tienen una etiologia o componente del SNC . Las enfermedades de almacenamiento
lisosémico que tienen una etiologia o componente del SNC, incluyen el sindrome de Hunter. Antes de la presente
invencién, las terapias tradicionales estan limitadas porque se administran a sujetos por via intravenosa y, en general,
solo son eficaces para tratar los sintomas somaticos de la deficiencia enzimatica subyacente. Las formulaciones para
su uso de acuerdo con la presente invencion pueden administrarse ventajosamente directamente en el SNC de un
sujeto que padece una enfermedad que tiene dicha etiologia del SNC, logrando asi una concentracion terapéutica
dentro de las células y tejidos afectados del SNC (por ejemplo, el cerebro), superando asi el limitaciones asociadas
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con la administracion sistémica tradicional de tales agentes terapéuticos.

En algunas realizaciones, las formulaciones para su uso de acuerdo con la invencién son utiles para tratar
las secuelas o sintomas neuroldgicos y somaticos del sindrome de Hunter. Por ejemplo, algunas realizaciones de la
invencion se refieren a composiciones para administrar el agente terapéutico al SNC de un sujeto (por via intratecal o
intraventricular) para el tratamiento del SNC o secuelas neuroldgicas y manifestaciones del Sindrome de Hunters, al
mismo tiempo que tratan las manifestaciones sistémicas o somaticas de dicho enfermedad. Por ejemplo, las
composiciones para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden administrarse a un sujeto por via intratecal,
administrando asi uno o mas agentes terapéuticos al SNC del sujeto y tratando las secuelas neuroldgicas, junto con
la administraciéon intravenosa de uno o mas agentes terapéuticos para administrar dichos agentes. agentes
terapéuticos tanto para las células y tejidos de la circulacion sistémica (p. €j., células y tejidos del corazén, pulmones,
higado, rifién o ganglios linfaticos) para tratar de este modo Las secuelas somaticas. Por ejemplo, un sujeto que tiene
o esta afectado por el sindrome de Hunter puede recibir una composicion farmacéutica que comprende el agente
terapéutico (iduronato-2-sulfatasa) por via intratecal al menos una vez por semana, quincenal, mensual, bimestral o
mas para tratar las secuelas neuroldgicas, mientras Se administra un agente terapéutico diferente al sujeto por via
intravenosa con mayor frecuencia (por ejemplo, una vez al dia, dia por medio, tres veces a la semana o semanalmente)
para tratar las manifestaciones sistémicas o somaticas de la enfermedad.

El sindrome de Hunter, o mucopolisacaridosis Il (MPS 1), es un trastorno metabdlico hereditario ligado al X
que resulta de una deficiencia de la enzima iduronato-2-sulfatasa (12S). 12S se localiza en los lisosomas y juega un
papel importante en el catabolismo de los glucosaminoglucanos (GAG) heparan y dermatan sulfato. En ausencia de
enzima, estos sustratos se acumulan dentro de las células, lo que finalmente causa congestion, seguido de muerte
celular y destruccion de tejidos. Debido a la expresion generalizada de enzimas, multiples tipos de células y sistemas
de 6rganos se ven afectados en pacientes con MPS |l

Una caracteristica clinica definiendo de este trastorno es el sistema nervioso central (CNS) la degeneracion,
que resulta en el deterioro cognitivo (por ejemplo, disminucion de 1Q). Ademas, las imagenes por resonancia magnética
de las personas afectadas han revelado lesiones de la sustancia blanca, espacios perivasculares dilatados en el
parénquima cerebral, ganglios, cuerpo calloso y tronco encefélico; atrofia; y ventriculomegalia (Wang et al. Molecular
Genetics and Metabolism, 2009). La enfermedad generalmente se manifiesta en los primeros afios de vida con
organomegalia y anomalias esqueléticas. Algunas personas afectadas experimentan una pérdida progresiva de la
funcion cognitiva, y la mayoria de las personas afectadas mueren por complicaciones asociadas a la enfermedad en
su primera o segunda década.

Las formulaciones para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para tratar eficazmente
a individuos que padecen o son susceptibles a Sindrome de Hunter. Los términos "tratar" o "tratamiento", como se
usan en este documento, se refieren a la mejora de uno o mas sintomas asociados con la enfermedad, la prevencion
o el retraso de la aparicion de uno o mas sintomas de la enfermedad, y/o la disminucién de la gravedad o frecuencia
de uno o mas sintomas de la enfermedad. Los sintomas ejemplares incluyen, pero no se limitan a, presion intracraneal,
hidrocefalia ex vacuo, glucolipidos sulfatados acumulados en las vainas de mielina en el sistema nervioso central y
periférico y en los érganos viscerales, desmielinizacion progresiva y pérdida axonal dentro del SNC y el SNP, y/o
disfuncién motora y cognitiva.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a alivio parcial o completo, mejora, alivio, inhibicion, inicio
tardio, reduccién de la gravedad y/o incidencia de deterioro neuroldgico en un paciente con Sindrome de Hunter. Como
se usa en el presente documento, el término "deterioro neurolégico" incluye varios sintomas asociados con el deterioro
del sistema nervioso central (por ejemplo, el cerebro y la médula espinal). Los sintomas del deterioro neurolégico
pueden incluir, por ejemplo, deterioro cognitivo ; lesiones de la sustancia blanca; espacios perivasculares dilatados en
el parénquima cerebral, ganglios, cuerpo calloso y/o tronco encefalico; atrofia; y/o ventriculomegalia, entre otros.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucion de la acumulacion de sulfatida en diversos
tejidos. En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la disminucion de la acumulacién de sulfatida en los tejidos
diana del cerebro, las neuronas de la médula espinal y/o los tejidos diana periféricos. En ciertas realizaciones, la
acumulacion de sulfatida disminuye en aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% o mas en comparaciéon con un control. En algunas
realizaciones, la acumulacién de sulfatida disminuye al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7
veces, 8 veces, 9 veces o 10 veces en comparacion con un control. En algunas realizaciones, el almacenamiento
lisosdbmico se mide por la presencia de granulos de almacenamiento lisosémico (por ejemplo, morfologia con rayas de
cebra). La presencia de granulos de almacenamiento lisosémico se puede medir por diversos medios conocidos en la
técnica, como por andlisis histoldgico.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere a la vacuolizacion reducida en neuronas (por ejemplo,
neuronas que contienen células de Purkinje). En ciertas realizaciones, la vacuolizacidn en las neuronas disminuye en
aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 100% o mas en comparacion con un control. En algunas realizaciones, la vacuolizacion se reduce al menos
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1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces como en comparacion con
un control. La presencia y la reduccién de la vacuolizacion pueden medirse por diversos medios conocidos en la
técnica, tales como por andlisis histoldgico.

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la actividad de la enzima 12S en diversos
tejidos. En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la actividad de la enzima I12S en tejidos diana
del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En algunas realizaciones, la actividad de la
enzima I12S aumenta en aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%, 900% 1000% o mas en
comparacion a un control. En algunas realizaciones, la actividad de la enzima 12S aumenta al menos 1 vez, 2 veces,
3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10- doblar en comparacién con un control. En algunas
realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica 12S es de al menos aproximadamente 10 nmol/hr/mg, 20
nmol/hr/mg, 40 nmol/hr/mg, 50 nmol/hr/mg, 60 nmol/hr/mg, 70 nmol/hr/mg, 80 nmol/hr/mg, 90 nmol/hr/mg, 100
nmol/hr/mg, 150 nmol/hr/mg, 200 nmol/hr/mg, 250 nmol/hr/mg, 300 nmol/hr/mg, 350 nmol/hr/mg, 400 nmol/hr/mg, 450
nmol/hr/mg, 500 nmol/hr/mg, 550 nmol/hr/mg, 600 nmol/hr/mg o mas. En algunas realizaciones, la actividad enzimatica
I2S aumenta en la region lumbar. En algunas realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica 12S en la region
lumbar es de al menos aproximadamente 2000 nmol/hr/mg, 3000 nmol/hr/mg, 4000 nmol/hr/mg, 5000 nmol/hr/mg,
6000 nmol/hr/mg, 7000 nmol/hr/mg, 8000 nmol/hr/mg, 9000 nmol/hr/mg, 10.000 nmol/hr/mg, o mas. En algunas
realizaciones, la actividad enzimatica de 12S aumenta en la médula espinal distal o en las células de la médula espinal
distal.

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

En algunas realizaciones, el tratamiento se refiere al aumento de la supervivencia (por ejemplo, el tiempo de
supervivencia). Por ejemplo, el tratamiento puede aumentar la esperanza de vida de un paciente. En algunas
realizaciones, el tratamiento da como resultado una mayor esperanza de vida de un paciente en mas de
aproximadamente 5%, aproximadamente 10%, aproximadamente 15%, aproximadamente 20%, aproximadamente
25%, aproximadamente 30%, aproximadamente 35%, aproximadamente 40%, aproximadamente 45%,
aproximadamente 50%, aproximadamente 55%, aproximadamente 60%, aproximadamente 65%, aproximadamente
70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 85%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 100%, aproximadamente 105%, aproximadamente 110%,
aproximadamente 115%, aproximadamente 120%, aproximadamente 125%, aproximadamente 130%,
aproximadamente 135%, aproximadamente 140%, aproximadamente 145%, aproximadamente 150%,
aproximadamente 155%, aproximadamente 160%, aproximadamente 165%, aproximadamente 170%,
aproximadamente el 175%, aproximadamente el 180%, aproximadamente 185%, aproximadamente el 190%,
aproximadamente el 195%, aproximadamente el 200% o mas, en comparacion con la esperanza media de vida de
uno o mas individuos de control con enfermedad similar sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento da
como resultado una mayor esperanza de vida de un paciente en mas de aproximadamente 6 meses, aproximadamente
7 meses, aproximadamente 8 meses, aproximadamente 9 meses, aproximadamente 10 meses, aproximadamente 11
meses, aproximadamente 12 meses, aproximadamente 2 afos, aproximadamente 3 afos, aproximadamente 4 afos,
aproximadamente 5 afios, aproximadamente 6 afios, aproximadamente 7 afios, aproximadamente 8 afios,
aproximadamente 9 afios, aproximadamente 10 afios 0 mas, en comparacion con la esperanza de vida promedio de
uno o mas individuos de control con enfermedad similar sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento da
como resultado la supervivencia a largo plazo de un paciente. Como se usa en el presente documento, el término
"supervivencia a largo plazo" se refiere a un tiempo de supervivencia o esperanza de vida superior a aproximadamente
40 anos, 45 anos, 50 afos, 55 afios, 60 afos o mas.

Los términos "mejorar”, "aumentar" o "reducir", como se usan en el presente documento, indican valores que
son relativos a un control. Un control adecuado es una medicidon de referencia, tal como una medicién en el mismo
individuo antes del inicio del tratamiento descrito aqui, 0 una medicién en un control individual (o individuos de control
multiple) en ausencia del tratamiento descrito aqui. Un "individuo de control" es un individuo afectado con la misma
forma Sindrome de Hunter (p. ej., Forma infantil tardia, juvenil o de inicio en la edad adulta), que tiene
aproximadamente la misma edad y/o sexo que la persona tratada (para asegurar que las etapas de la enfermedad en
el individuo tratado y el individuo o individuos de control son comparables).

El individuo (también denominado "paciente" o "sujeto") que esta siendo tratado es un individuo (feto, bebé,
nifio, adolescente o adulto humano) que tiene Sindrome de Hunter o que tiene el potencial de desarrollar Sindrome
de Hunter. El individuo puede tener expresion y/o actividad de 12S enddgena residual, o ninguna actividad medible.
Por ejemplo, el individuo que tiene Sindrome de Hunter puede tener niveles de expresion 12S que son menos de
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aproximadamente 30-50%, menos de aproximadamente 25-30%, menos de aproximadamente 20-25%, menos de
aproximadamente 15-20%, menos de aproximadamente 10-15%, menos de aproximadamente 5-10%, menos de
aproximadamente 0,1-5% de los niveles normales de expresion de 12S.

En algunas realizaciones, el individuo es un individuo que ha sido diagnosticado recientemente con la
enfermedad. Por lo general, el tratamiento temprano (el tratamiento comienza lo antes posible después del
diagndstico) es importante para minimizar los efectos de la enfermedad y maximizar los beneficios del tratamiento.

Tolerancia inmunoldgica

Generalmente, la administracion intratecal de un agente terapéutico (una enzima 12S de reemplazo) segun la
presente invencion no produce efectos adversos graves en el sujeto. Como se usa en este documento, los efectos
adversos graves inducen, pero no se limitan a, una respuesta inmune sustancial, toxicidad o muerte. Como se usa en
el presente documento, el término "respuesta inmune sustancial" se refiere a respuestas inmunes graves, tales como
respuestas inmunes adaptativas de células T.

Por lo tanto, en muchas realizaciones, el uso de una composicién en un método de tratamiento de Sindrome
de Hunter de acuerdo con la presente invencidon no implica una terapia inmunosupresora concurrente (es decir,
cualquier terapia inmunosupresora usada como pretratamiento/preacondicionamiento o en paralelo al método). En
algunas realizaciones, dicho uso no implica una induccién de tolerancia inmune en el sujeto que esté siendo tratado.
En algunas realizaciones, dicho uso no implica un pretratamiento o preacondicionamiento del sujeto usando agente
inmunosupresor de células T.

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

Cualquier agente inmunosupresor conocido por el experto en la técnica puede emplearse junto con una
terapia de combinacién. Dichos agentes inmunosupresores incluyen, entre otros, ciclosporina, FK506, rapamicina,
CTLAA4-Ig y agentes anti-TNF tales como etanercept (véase, por ejemplo, Moder, 2000, Ann. Allergy Asthma Immunol.
84, 280-284; Nevins, 5 2000, Curr. Opin. Pediatr,12, 146-150; Kurlberg et al., 2000, Scand. J. Immunol. 51, 224-230;
Ideguchi et. al, 2000, Neurociencia 95, 217-226;.Potteret al, 1999, Ann NY Acad Sci 875, 159-174;...Slavik et al, 1999,
Immunol R es 19, 1-24; Gaziev et al., 1999, Bone Marrow Transplant. 25, 689-696; Henry, 1999, Clin. Transplant. 13,
209-220; Gummert et al., 1999, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 1366-1380; Qi et al., 2000, Transplantation 69, 1275-1283).
El anticuerpo anti-receptor de IL2 (subunidad a) daclizumab (por ejemplo, Zenapax.TM.), Que se ha demostrado eficaz
en pacientes trasplantados, también puede usarse como un agente inmunosupresor (ver, por ejemplo, Wiseman et al.,
1999, Drogas). 58, 1029-1042; Beniaminovitz et al., 2000, N. Engl J. Med. 342, 613-619; Ponticelli et al., 1999, Drugs
R4 1, 55-60; Berard et al., 1999, Farmacoterapia 19, 1127-1137; Eckhoff et al., 2000, Transplantation 69,1867-1872;
Ekberg et al., 2000, Transpl. Int. 13, 151-159). Los agentes inmunosupresores adicionales incluyen, entre otros, anti-
CD2 (Branco et al., 1999, Transplantation 68, 1588-1596; Przepiorka et al., 1998, Blood 92, 4066-4071), anti-CD4
(Marinova-Mutafchieva et al.., 2000, Arthritis Rheum. 43, 638-644; Fishwild et al., 1999, Clin. Immunol. 92, 138-152),
y ligando anti-CD40 (Hong et al., 2000, Semin. Nephrol. 20, 108-125; Chirmule et al., 2000, J. Virol. 74, 3345-3352; Ito
et al., 2000, J. Immunol. 164,1230-1235).

Administracién

Se contemplan administraciones tanto simples como multiples de una cantidad terapéuticamente efectiva del
agente terapéutico (enzimas 12S de reemplazo). El agente terapéutico (enzimas 12S de reemplazo) se puede
administrar a intervalos regulares, dependiendo de la naturaleza, gravedad y extension de la condicion del sujeto. En
algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente efectiva del agente terapéutico (enzimas 12S de reemplazo) de
la presente invencion puede administrarse por via intratecal periédicamente a intervalos regulares (por ejemplo, una
vez al afio, una vez cada seis meses, una vez cada cinco meses, una vez cada tres meses, bimensualmente (una vez
cada dos meses), mensualmente (una vez al mes), quincenalmente (una vez cada dos semanas), semanalmente,
diariamente o continuamente.

En algunas realizaciones, la administracién intratecal puede usarse junto con otras vias de administracion
(por ejemplo, intravenosa, subcutanea , por via intramuscular, parenteral, transdérmica o transmucosa (p. €j., oral o
nasal). En algunas formas de realizacion, esas otras vias de administracion (p. ej., administracion intravenosa) pueden
realizarse con menos frecuencia que quincenalmente, mensualmente, una vez cada dos meses, una vez cada tres
meses, una vez cada cuatro meses, una vez cada cinco meses, una vez cada seis meses, administracion anual En
algunas realizaciones, el método comprende ademas administrar la enzima de reemplazo 12S por via intravenosa al
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sujeto. En ciertas realizaciones, la administracién intravenosa no es mas frecuente que la administracion semanal (por
ejemplo, no mas frecuente que quincenalmente, mensualmente, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses,
una vez cada cuatro meses, una vez cada cinco meses o una vez cada seis meses) En ciertas realizaciones, la
administracion intravenosa es mas frecuente que la administracion mensual, tal como dos veces por semana,
semanalmente, cada dos semanas o dos veces al mes. En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas
e intratecales se realizan el mismo dia. En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas e intratecales no
se realizan dentro de una cierta cantidad de tiempo entre si, tal como no dentro de al menos 2 dias, dentro de al menos
3 dias, dentro de al menos 4 dias, dentro de al menos 5 dias, dentro de al menos 6 dias, dentro de al menos 7 dias,
o dentro de al menos una semana. En algunas realizaciones, las administraciones intravenosas e intratecales se
realizan en un horario alterno, tal como administraciones alternas semanalmente, cada dos semanas, dos veces al
mes o mensualmente. En algunas realizaciones, una administracién intratecal reemplaza una administracion
intravenosa en un programa de administracion, tal como en un programa de administracién intravenosa semanal, cada
dos semanas, dos veces al mes o mensualmente, cada tercera o cuarta o quinta administracion en ese programa
puede reemplazarse con Una administracion intratecal en lugar de una administraciéon intravenosa. En algunas
realizaciones, una administracion intravenosa reemplaza una administraciéon intratecal en un programa de
administracion, tal como en un programa de administracion intratecal semanal, cada dos semanas, dos veces al mes
o mensualmente, cada tercera o cuarta o quinta administracion en ese programa se puede reemplazar con Una
administracion intravenosa en lugar de una administracion intratecal. En algunas realizaciones, las administraciones
intravenosas e intratecales se realizan secuencialmente, tal como realizar primero las administraciones intravenosas
(por ejemplo, semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes o dosificacion mensual durante dos semanas, un
mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio 0 mas) seguidos de administraciones
intratecales (por ejemplo, semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes o dosificacién mensual durante mas
de dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio o mas). En algunas
realizaciones, las administraciones intratecales se realizan primero (por ejemplo, semanalmente, cada dos semanas,
dos veces al mes, mensualmente, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses, dosificacion durante dos
semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio 0 mas) seguidos de
administraciones intravenosas (p. ej., semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes o dosificacion mensual
durante mas de dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio o
mas).

En algunas realizaciones, el Sindrome de Hunter esta asociado con sintomas periféricos y el método incluye
administrar la enzima I2S de reemplazo por via intratecal pero no implica administrar la enzima 12S de reemplazo por
via intravenosa al sujeto. En ciertas realizaciones, la administracion intratecal de la enzima I12S mejora o reduce uno
0 mas de los sintomas periféricos asociados con la deficiencia de 12S del sujeto.

Tal como se utiliza aqui, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" es la base en gran parte determinada
de la cantidad total de agente terapéutico contenida en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion.
Generalmente, una cantidad terapéuticamente efectiva es suficiente para lograr un beneficio significativo para el sujeto
(por ejemplo, tratar, modular, curar, prevenir y/o mejorar la enfermedad o afeccién subyacente). Por ejemplo, una
cantidad terapéuticamente efectiva puede ser una cantidad suficiente para lograr un efecto terapéutico y/o profilactico
deseado, tal como una cantidad suficiente para modular los receptores de enzimas lisosomales o su actividad para
tratar de ese modo la enfermedad de almacenamiento lisosémico o sus sintomas (por ejemplo, una reduccién o
eliminacion de la presencia o incidencia de "cuerpos de cebra" o vacuolizacién celular después de la administracion
de las composiciones para su uso de acuerdo con la presente invencion a un sujeto). Generalmente, la cantidad de
un agente terapéutico (por ejemplo, una enzima I2S recombinante) administrada a un sujeto que lo necesite dependera
de las caracteristicas del sujeto. Dichas caracteristicas incluyen la condicion, la gravedad de la enfermedad, la salud
general, la edad, el sexo y el peso corporal del sujeto. Un experto en la materia podra determinar facilmente las dosis
apropiadas dependiendo de estos y otros factores relacionados. Ademas, tanto los ensayos diana como los subjetivos
pueden emplearse opcionalmente para identificar rangos de dosificacion 6ptimos.

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

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

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente efectiva es mayor que aproximadamente 0,1 mg/kg de
peso cerebral, mayor que aproximadamente 0,5 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 1,0 mg/kg de
peso cerebral, mayor de aproximadamente 3 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 5 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 10 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 15 mg/kg de peso
cerebral, mayor mayor que aproximadamente 20 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 30 mg/kg de
peso cerebral, mayor que aproximadamente 40 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 50 mg/kg de
peso cerebral, mayor que aproximadamente 60 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 70 mg/kg de
peso cerebral, mayor de aproximadamente 80 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 90 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 100 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 150 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 200 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 250 mg/kg de peso
cerebral, mayor de aproximadamente 300 mg/kg de peso cerebral, mayor de aproximadamente 350 mg/kg de peso
cerebral, mayor que aproximadamente 400 mg/kg de peso cerebral, mayor que aproximadamente 450 mg/kg de peso
cerebral, mayor que aproximadamente 500 mg/kg de peso cerebral.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente efectiva también puede definirse por mg/kg de peso
corporal. Como apreciaria un experto en la materia, los pesos cerebrales y los pesos corporales pueden
correlacionarse. Dekaban AS. " Changes in brain weights during the span of human life: relation of brain weights to
body heights and body weights", Ann Neurol 1978; 4: 345-56. Por lo tanto, en algunas realizaciones, las dosis pueden
convertirse como se muestra en la Tabla 5.

TABLA 5
Correlacion entre los pesos cerebrales, los pesos corporales y las edades de los varones.
Edad (afio) Peso del cerebro | Peso corporal
(kg) (kg)
3 (31-43 meses) 1,27 15,55
4-5 1,30 19,46

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente efectiva también puede definirse por mg/15 cc de LCR.
Como apreciaria un experto en la materia, las dosis terapéuticamente efectivas basadas en los pesos cerebrales y los
pesos corporales se pueden convertir a mg/15 cc de LCR. Por ejemplo, el volumen de LCR en humanos adultos es
de aproximadamente 150 ml (Johanson CE, et al. "Multiplicity of cerebrospinal fluid functions: New challenges in health
and disease", Cerebrospinal Fluid Res. 2008 14;5:10). Por lo tanto, las inyecciones de dosis unica de 0,1 mg a 50 mg
de proteina para adultos serian aproximadamente 0,01 mg/15 cc de LCR (0,1 mg) a 5,0 mg/15 cc de dosis de LCR
(50 mg) en adultos.

Se ha de entender que para cualquier sujeto particular adicional, regimenes de dosificacion especificos deben
ajustarse con el tiempo segun la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administra o supervisa
la administracion de la terapia de reemplazo de enzimas y que los intervalos de dosificacion establecidos aqui en
adelante son solo ejemplares.

Kits

Ademas, se proporcionan kits u otros articulos de fabricacion que contienen la formulacién para su uso de
acuerdo con la presente invencién y proporcionan instrucciones para su reconstitucion (si esta liofilizada) y/o uso. Los
kits u otros articulos de fabricacion pueden incluir un contenedor, un IDDD, un catéter y cualquier otro articulo,
dispositivo o equipo util en la administracion intercal y la cirugia asociada. Los recipientes adecuados incluyen, por
ejemplo, botellas, viales, jeringas (por ejemplo, jeringas precargadas), ampollas, cartuchos, depésitos o lyo-jects. El
contenedor puede estar formado por una variedad de materiales como vidrio o plastico. En algunas realizaciones, un
recipiente es una jeringa precargada. Las jeringas precargadas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, jeringas de
vidrio de borosilicato con revestimiento de silicona cocida, jeringas de vidrio de borosilicato con silicona pulverizada o
jeringas de resina plastica sin silicona.

Tipicamente, el contenedor puede contener formulaciones y una etiqueta, o estar asociado con el contenedor,
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que puede indicar instrucciones para la reconstitucion y/o uso. Por ejemplo, la etiqueta puede indicar que la formulacion
se reconstituye a concentraciones de proteina como se describe anteriormente. La etiqueta puede indicar ademas que
la formulacion es Uutil o esta destinada, por ejemplo, a la administracion de IT. En algunas realizaciones, un recipiente
puede contener una dosis unica de una formulacion a base de solucién salina o tampén que contiene un agente
terapéutico (una enzima I2S de reemplazo). En diversas realizaciones, una dosis unica de la formulacion estable esta
presente en un volumen de menos de aproximadamente 15 ml, 10 ml, 5,0 ml, 4,0 ml, 3,5 ml, 3,0 ml, 2,5ml, 2,0 ml, 1,5
ml, 1,0 ml, o 0,5 ml. Alternativamente, un recipiente que contiene la formulacién puede ser un vial de usos multiples,
que permite la administracion repetida (por ejemplo, de 2 a 6 administraciones) de la formulacion. Los kits u otros
articulos de fabricacién pueden incluir ademas un segundo recipiente que comprende un diluyente adecuado (por
ejemplo, BWFI, solucion salina, solucién salina tamponada). Al mezclar el diluyente y la formulacion, la concentracion
final de proteina en la formulacién reconstituida generalmente sera de al menos 1 mg/ml (por ejemplo, al menos 5
mg/ml, al menos 10 mg/ml, al menos 25 mg/ml, al menos 50 mg/ml, al menos 75 mg/ml, al menos 100 mg/ml). Los kits
u otros articulos de fabricacién pueden incluir ademas otros materiales deseables desde el punto de vista comercial y
del usuario, incluidos otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, IDDD, catéteres, jeringas e insertos de paquetes con
instrucciones de uso.

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

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: Biodistribucion

El objetivo principal de este estudio fue determinar si el 12S humano recombinante podria administrarse al
cerebro de ratones adultos MPS |l por la ruta intratecal-lumbar

TABLA 6: Seis grupos de ratones machos de 8-12 semanas de edad se trataron de la siguiente manera:

Grupo | N | Presion | Tratamiento Volumen | Dosis Dosis/peso cerebral | Ruta

A 3 [ IKO 12S 10 pL 260 pg | 520 mg/kg IT-lumbar
B 3 [ IKO 12S 10 pL 260 pg | 520 mg/kg IT-lumbar
C 3 | IKO Sin tratamiento | N/A N/A N/A N/A

D 1 | IKO 12S 10 uL 260 pg | 520 mg/kg IT-lumbar
E 3 | IKO Sin tratamiento | N/A N/A N/A N/A

F 3 | C57B1/6 | Sin tratamiento | N/A N/A N/A N/A

Programa de inyeccion: los animales recibieron hasta 3 inyecciones de idursulfasa (10CL) por via
intratecal-lumbar:

0 Grupos Ay D: administraron 3 dosis de 12S los dias 1, 8 y 15

0 Grupo B: administraron 2 dosis de I12S en los dias 1y 8

o0 Grupos Cy E: ratones de control sin tratar (IKO)

o Grupo F: ratones de control de tipo salvaje sin tratar

MATERIALES Y METODOS
Animales:

Los ratones se alojaron en grupos de hasta 4 por jaula en una sala de colonias bajo un ciclo de luz-oscuridad
de 12 horas. La dieta de roedores (LabDiet-5001, St Louis, MO) y el agua (agua municipal de Lexington, MA purificada
por 6smosis inversa) estuvo disponible ad libitum durante la duracién del experimento. El cuidado de los animales se
realizé de acuerdo con las pautas descritas en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (National
Academy Press, Washington DC, 1996). La actual colonia reproductiva de IKO se estableci6 a partir de cuatro ratones
hembra portadores heterocigotos para la mutacién IKO que se obtuvieron del Dr. Joseph Muenzer (Universidad de
Carolina del Norte). Las hembras portadoras se criaron con ratones machos de la cepa de fondo C57BL/6
(C57BL/6NTac, Taconic, Hudson, NY), produciendo hembras heterocigotas y hechizos hemizigotos, asi como machos
salvajes y hembras comparieras de camada. Todos los descendientes fueron genotipos mediante analisis de PCR de
ADN tisular. Todos los ratones utilizados en este experimento eran machos identificados como ratones hemizigoéticos
IKO (-/0) o de tipo salvaje (WT) littermate (+/0) entre las 8 y las 12 semanas de edad.

Idursulfasa:
Veintidés ml de I12S [La idursufasa humana recombinante se dializé frente a cuatro cambios de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) 2L . El I12S se concentrd luego mediante una columna Vivaspin y se resuspendié en un

volumen final de 1 ml de PBS, seguido de esterilizacion por filtracion usando un filtro de 0,2 ym. La concentracion final
fue de 51 mg/ml.
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Inyecciones intratecal-lumbares:

Se anestesiaron ratones adultos usando 1,25% de 2,2,2 tribromoetanol (Avertin) a 200-300 pL/10 gramos de
peso corporal (250-350 mg/kg) mediante inyeccion intraperitoneal. Se retird el vello dorsal entre la base de la cola y
los omoplatos y se limpi6 el area afeitada con un exfoliante de povidina/betadina seguido de alcohol isopropilico. Se
realizd una pequefa incision en la linea media de la piel (1-2 cm) sobre la columna lumbosacra y se identificé la
interseccion de la linea media dorsal y la cara craneal de las alas de la ilea (ileon singular). El musculo en la fosa iliaca
(gluteo medio) es un musculo en forma de corazon y los dos lados de la parte superior del "corazén" se aproximan a
la ubicacién de las alas de la ilea. Se inserté una aguja de calibre 32 unida a una jeringa Hamilton de vidrio de 10-20
uL a prueba de gas hasta que se sintié resistencia del hueso subyacente. Se realizé la inyecciéon de 10 pL de articulo
de prueba a una velocidad aproximada de 2 pL/20 segundos (10 pL/2 minutos). La incisién en la piel se cerr6é usando
clips para heridas, segun corresponda, y se permitié6 que el animal se recuperara en una camara de recuperacion
antes de regresar a la jaula adecuada.

Procedimientos de histologia:

Los animales se sacrificaron una hora después de la inyeccion final.

Se recogieron y se fijaron en formalina al 10% tamponada neutra tejidos cerebro y el higado, a continuacion,
procesados y embebidos en parafina. Se prepararon secciones de 5 um para la tincién con hematoxilina/eosina (H&E)

e inmunohistoquimica (IHC).

Hematoxilina y tincién de eosina:

Las secciones de cerebro y el higado se tifieron con H & E. Los resultados de la tincién mostraron nucleos
de color purpura y citoplasma de rosa a rojo. Los portaobjetos tefiidos con H&E se usaron para la evaluacién de la
morfologia histopatoldgica.

Inmunohistoquimica:

Para evaluacion biodistribucion 12S, las secciones del cerebro y del higado desparafinados y rehidratados
se incubaron durante la noche con anticuerpo monoclonal de ratéon 2C4-2B2 (Maine Biotecnology Services, Portland,
ME) contra recombinante 12S humano para detectar inyectaron 12S (o un ratén irrelevante IgG como anticuerpo de
control negativo; Vector Laboratories, Burlingame, CA). Después de una incubacion durante la noche a 2-8°C, se
afadio una IgG secundaria de cabra anti-ratéon conjugada con peroxidasa de rabano picante. Después de 30 minutos
adicionales de incubacion a 37°C, se afiadid la solucidon de etiquetado Tyramide-Alexa Fluor 488 (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA) durante 10 minutos adicionales. Las secciones se cubrieron con un medio de montaje antifading
(VectaShield; Vector Laboratories) que contenia 1,5 ug/ml de 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) como contratincion
nuclear y se observd con un microscopio fluorescente Nikon de multiples canales. Los resultados de la tincion
mostraron que las células 12S positivas eran verdes, con nlcleos como azules y las areas de fondo como negras.

Para el andlisis de eficacia, las secciones de cerebro e higado se tifieron con una IgG de rata anti-LAMP-1
(proteina de membrana asociada a lisosoma como marcador lisosémico) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
California) como el anticuerpo primario. Se us6 una IgG de rata como anticuerpo irrelevante como control negativo.
Se utilizé el método ABC (kits de complejo de avidina biotina de Vector Labs, Burlingame, California) para amplificar
el marcador diana.

Brevemente, las secciones desparafinizadas se rehidrataron y se incubaron con el anticuerpo primario.
Después de la incubacion durante la noche a 2-8°C, se afiadié una IgG anti-rata de conejo biotinilada secundaria
(Vector Labs, Burlingame, California) y se incub6 30 minutos a 37°C, luego las muestras se lavaron y se trataron con
complejo de avidina-biotina-peroxidasa (Vector Laboratories) durante 30 minutos. Para el desarrollo del color, se us6
tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobencidina (DAB) como cromégeno. Las secciones fueron luego tefiidas con
hematoxilina y cubreobjetos. Los resultados de la tincion mostraron LAMP 1 células positivas como marrén y nacleos
como azul.

Se tomaron las fotos representativas y el area de células positivas LAMP-1 se analizaron con Imagen-Pro
Plus software (Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD) y estadisticas comparativas se realizaron utilizando la prueba
t de Student.

Método de microscopio de electrones:

Los tejidos cerebrales de 3 dosis de 12S animales tratados se fijaron en 2,5% PFA/2,5% de glutaraldehido en
0,1 M de sodio tampdn cacodilato pH 7,4 a 4 grados durante toda la noche. Luego, las muestras se lavaron en tampon
de cacodilato (0,1 M, pH 7,4) y se fijaron posteriormente en tetroxido de osmio, se deshidrataron en alcoholes y 6xido
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de propileno y se embebieron en resina Epon. Se cortaron secciones ultrafinas a 100 nm, se tifieron con citrato de
plomo y se examinaron en un microscopio electronico de transmision Tecnai™ G2 Spirit BioTWIN.

Resultados

En el cerebro segun lo determinado por inmunohistoquimica (IHC), no se encontré 12S en animales de control
de vehiculo. En contraste, las células meningeas, las neuronas del cerebro y el cerebelo se tifieron positivamente para
I12S en animales inyectados con I12S. La sefial de tincidon fue mas fuerte en los animales que recibieron 3 dosis (Figura

1).

En los tejidos cerebrales de ratones IKO tratados con vehiculo, se encontré vacuolacién celular, una
caracteristica histopatolégica de las enfermedades de almacenamiento lisosémico , en todo el cerebro en comparaciéon
con los animales de tipo salvaje. En ratones IKO tratados con 12S, hubo una reduccién generalizada de la vacuolacion
celular desde la corteza cerebral superficial, el nicleo caudado, el talamo, el cerebelo hasta la sustancia blanca en
comparacion con los no tratados (Figura 2). Se descubrié una actividad lisosémica anormalmente alta mediante la
tincion de la proteina 1 de membrana asociada a lisosoma (LAMP-1), un indicador de la actividad lisosomica y el
estado de la enfermedad, en células microgliales, meningeas y perivasculares de ratones IKO tratados con vehiculo
en comparacion con animales de tipo salvaje. Los ratones tratados con 12S intralthecalt tenian reducciones marcadas
en la inmunotincion LAMP-1. Esta reduccién se caracterizé por la disminucion en el nUmero de células positivas para
LAMP-1 y una tincion mas clara. La reduccién se encontré en todo el cerebro desde la corteza cerebral superficial, el
nucleo caudado, el tdlamo, el cerebelo hasta la sustancia blanca (Figura 3) en 2 y 3 dosis de animales tratados con
12S. El andlisis morfométrico de la inmunotincién de LAMP-1 de varias regiones del cerebro confirmé que hubo
reducciones significativas en la tincion positiva de LAMP-1 en todas las areas del cerebro evaluadas (Figura 4).

El examen de microscopia electrénica de las células cerebrales en ratones IKO tratado con vehiculo reveld
las vacuolas agrandados que contienen material de almacenamiento granular amorfo y inclusiones con estructuras de
cuerpo como lamellated y cebra. Estas caracteristicas patolégicas tipicas del almacenamiento lisosémico a nivel
ultraestructural se redujeron en ratones inyectados con 12S intratecal-lumbar (Figura 5).

En el higado, no hubo tincién positiva de 12S en los animales tratados con vehiculo. En los ratones inyectados
intratecalmente 12S , se encontré claramente una gran cantidad de 12S inyectado en células sinusoidales (Figura 6),
lo que indicaba que el 12S inyectado dentro del espacio intratecal circulaba con LCR y luego se absorbia a través de
las granulaciones aracnoideas en el sistema circulatorio.

En tejidos hepaticos de ratones IKO tratados con vehiculo, se encontré vacuolacién celular severa y actividad
lisosémica anormalmente alta demostrada por tincién con H&E y fuerte inmunotinciéon con LAMP-1 en comparacion
con ratones WT. La reduccién marcada de la vacuolacion celular y la inmunotincién de LAMP-1 en higados se encontrd
después del tratamiento intratecal con 12S. La tincién con H&E reveldé que la vacuolizacion intracitoplasmatica
desaparecié casi por completo con una estructura de células hepaticas casi normal (Figura 7).

En ratones IKO, el 12S humano recombinante se suministrdé al cerebro por via intratecal-lumbar y el 12S
inyectado caus6 una mejora histopatolégica generalizada en una variedad de regiones del cerebro.

* Se detecto 12S inyectado en células meningeas y neuronas en el cerebro.
* Reduccion de la vacuolacién celular en todo el cerebro a nivel de microscopia de luz y electrénica.
* Marcador lisosémico LAMP-1 reducido en todo el cerebro.
* EI 128 inyectado intratecal ingresé a la circulacion periférica y mejoré la morfologia hepatica y el marcador histolégico.
Ejemplo 2: TOXICOLOGIA

Este ejemplo ilustra los signos clinicos asociados con la idursulfasa a través de dosis mensuales de bolo
intratecal lumbar en monos cynomolgus. Para lograr esto, 14 monos cynomolgus machos fueron asignados

aleatoriamente a cinco grupos de tratamiento como se muestra en la siguiente tabla.

TABLA 7: DISENO EXPERIMENTAL

Grupo Cantidad de animales Dosis nominal (mg) Dosis Volumen (ml)
1 3 1
2 3 3 1
3 3 30 1
4 3 150 1
5 2 100 1
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Los animales en todos los grupos se dosificaron tres veces a intervalos mensuales IT a nivel de la columna
lumbar. El volumen de la dosis de 1 ml se elimin6é del sistema de catéter con 0,3 ml de PBS. Uno o dos dias antes de
cada dosificacion, se recogieron aproximadamente 2 ml de LCR de una puncién lumbar IT al nivel de la cisterna
magna. También se recogieron muestras de sangre (2 ml) en este momento. Se recogieron sangre (2 ml) y LCR (0,1
ml) de los animales del Grupo 5 antes de la dosis, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24 y 48 horas después de la dosis después de la
primera dosis. Los signos clinicos se registraron al menos dos veces al dia. Se realizé una necropsia aproximadamente
24 horas después de la tercera dosis y se recogieron y guardaron tejidos seleccionados.

En el dia 1, los tres animales del Grupo 4 (150 mg) exhibieron una tendencia minima a los cuartos traseros
dentro de los 3-12 minutos posteriores a la dosis, con una duraciéon de 5-15 minutos; Este signo se considerd
relacionado con el articulo de prueba. No hubo cambios en el peso corporal, el consumo de alimentos y los parametros
del examen neuroldgico/fisico que se consideraron relacionados con el articulo de prueba.

Se presentan los andlisis de las muestras de suero y LCR y los analisis solucién de dosificacion. Se
observaron variaciones en la actividad enddgena de idursulfasa en diferentes tejidos del mono cynomolgus; el cerebro
y la médula espinal tenian una mayor actividad endégena que otros 6rganos periféricos examinados, incluidos el
higado, el corazén y los rifiones. La administracion de idursulfasa se asocié con aumentos dependientes de la dosis
en la actividad de idursulfasa en varias regiones del cerebro, asi como en el tronco encefalico y la médula espinal. La
entrega de IT no resulté en una diferencia observable en la distribucion entre los hemisferios cerebrales derecho e
izquierdo. Hubo un claro aumento dependiente de la dosis en la actividad de idursulfasa en los siguientes 6rganos:
cerebro, higado, corazoén y rifidn. La inmunotincion para idursulfasa en el cerebro demostré un aumento dependiente
de la dosis en la intensidad de la tincién. En el grupo de 3 mg, se observo tinciéon de células meningiales y células
gliales limitadas debajo de las meninges; La tincion neuronal no fue evidente en animales del grupo de tratamiento de
3 mg. La tincion con idursulfasa fue positiva y dependiente de la dosis en la médula espinal, con la mayor intensidad
de tincién en la region lumbar, donde se produjo la administracion IT de la idursulfasa. La intensidad de la tincién con
idursulfasa en el higado, los rifiones y el corazén dependia de la dosis y era consistente con una mayor actividad de
idursulfasa en estos 6rganos.

En conclusién, la administracion IT de idursulfasa a dosis de hasta 150 mg administradas a intervalos
mensuales no tuvo efectos adversos. Por lo tanto, el nivel de efectos adversos no observados (NOAEL) se interpretd
como 150 mg, la dosis mas alta probada en este estudio. La administracion de idursulfasa se asocié con aumentos
dependientes de la dosis en la actividad de idursulfasa en el SNC y resulté en niveles sistémicos de 12S y actividad en
el higado, los rifiones y el corazon.

El articulo de prueba, idursulfasa, fue suministrado como soluciones de dosificacion en NaCl 154 mM, 0,005%
de Polisorbato 20, pH 5,3 a 6,1. Las concentraciones nominales de las soluciones de dosificacion suministradas fueron
0, 3, 30 o 150 mg/ml. El articulo de prueba se almacend en un congelador a -82° a -79°C. Se us6 solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), pH 7,2, como agente de lavado después de que se administraron las dosis y después
de las recolecciones en serie de LCR. El PBS se obtuvo de Gibco, Invitrogen Corporation.

Preparacion de la dosificacion del articulo de prueba

El primer dia de dosificacion para cada intervalo de tiempo, se retiré un vial de cada concentracion del
congelador a -80°C y se dejé descongelar en la encimera a temperatura ambiente. Una vez descongelados, los viales
para los Grupos 1, 2 y 3 se marcaron, se pesaron y se extrajo 1 ml a través de un filtro de 0,22 ym para cada animal
programado para la dosificacion. Después de administrar todas las dosis, los viales se volvieron a pesar y se colocaron
en el refrigerador.

Al dia siguiente (dia de dosificacion para Animal 003, Grupo 4 y Grupo 5), las soluciones de dosificacion para
los Grupos 1y 4 se retiraron del refrigerador y se colocaron en la encimera para alcanzar la temperatura ambiente.
Una vez que se obtuvo la temperatura ambiente , se pesaron los viales para los Grupos 1y 4, se etiqueto el vial del
Grupo 4 y se extrajo 1 ml a través del filtro para cada animal programado para la dosificaciéon en los Grupos 1y 4. La
solucion de dosificacion para el Grupo 5 fue entonces preparado mediante la inyeccion de la cantidad adecuada de
solucion de dosificacion del Grupo 4 y el Grupo 1 (vehiculo) en un vial de polipropileno estéril. Se registré la cantidad
agregada de los Grupos 1y 4. La soluciéon se mezclé invirtiendo suavemente el vial y se extrajeron dosis de 2-1 ml a
través del filtro para los animales en el Grupo 5. Los viales para los Grupos 1 y 4 se volvieron a pesar al finalizar la
dosificacion y todos los viales (Grupos 1-5) fueron colocados en un congelador.

Catorce animales fueron asignados aleatoriamente a grupos de tratamiento como se describe en la siguiente
Tabla.

La ruta de administracion de IT se seleccioné porque esta es una ruta prevista para la administracion humana.
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Las dosis de idursulfasa que se seleccionaron para este estudio (3, 30, 100 y 150 mg/ml) se eligieron para evaluar la
biodistribucién de dosis variables niveles de enzima dentro del sistema nervioso central de los primates no humanos
(SNC) después de tres inyecciones mensuales consecutivas de bolo IT lumbar.

Observaciones clinicas

La incidencia global de signos clinicos fue minima. Ninguno de los animales del Grupo 1 (control), Grupo 2
(3 mg), Grupo 3 (30 mg) o Grupo 5 (100 mg) tenia signos clinicos que se consideraron relacionados con el articulo de
prueba en ningin momento durante el estudio.

En el dia 1, los tres animales del Grupo 4 (150 mg) (012-014) exhibieron una tendencia minima a los cuartos
traseros dentro de 3-12 minutos después de la dosis, con una duracion de 5-15 minutos. Este signo se consider6
relacionado con el articulo de prueba y no se observé en ninguno de los grupos de dosis mas baja. No hubo otros
signos clinicos inmediatamente después de la primera dosis o en los dias inmediatamente posteriores a la
administracion del articulo de prueba. El Unico otro signo observado para los animales del Grupo 4 fue un episodio
unico de emesis para el Animal 013 en el dia 35.

La administracién del articulo de prueba como un solo bolo intratecal mensual no se asocié con ningin cambio
macroscoépico o0 microscépico adverso al tomar en consideracion los cambios inherentes a un dispositivo implantado
de administracion de medicamentos. Todos los grupos, incluido el grupo control, tuvieron cambios microscopicos en
las meninges que indicaron reacciones inflamatorias al sistema de administracién de farmacos. En los animales que
recibieron dosis del articulo de prueba de 30 mg y mas, hubo una tendencia a que la reaccion inflamatoria en las
meninges tuviera un componente eosindfilo mas pronunciado.

Debido a que las diferencias entre el control y los animales tratados con el articulo de prueba fueron tan leves,
el nivel de efecto adverso no observado (NOAEL) se interpreté como 150 mg, la dosis mas alta probada en este
estudio.

La reaccion inflamatoria global en las meninges en todos los grupos (incluyendo los controles) fue ligeramente
mas pronunciada de lo que generalmente se encontré en un estudio intratecal de esta duracion en monos. Sin
embargo, esto se consideré posiblemente relacionado con alguna caracteristica del vehiculo o con el acto de
dosificacion 24 horas antes de la necropsia.

La tincién idursulfasa cerebro fue positivo en todos los animales tratados, excepto un animal en el grupo de
3 mg, con la intensidad de la tincion mas alto encontrado en el grupo de 150 mg (Figuras 16, 17, 18 y 19). En el grupo
de 3 mg, solo las células meningiales y unas pocas células gliales debajo de las meninges fueron positivas; No se
detecto idursulfasa inyectada en las neuronas. En los grupos de dosis mas altas (30, 100 y 150 mg), grandes
poblaciones de neuronas cerebrales fueron muy positivas para la tincion con idursulfasa , junto con células
meningiales, células gliales y células perivasculares. La inmunotinciéon con idursulfasa revelé una amplia distribucion
de idursulfasa inyectada en las neuronas cerebrales desde las neuronas dentro de la capa | en la superficie cerca de
las meninges, hasta las dentro de la capa VI mas profunda adyacente a la sustancia blanca (Figuras 20, 21 y 22).
También se observé una marcada tincidn de las neuronas para el grupo de dosis de 150 mg (Figura 23). En todos los
animales (grupo de dosis de 30-150 mg), no se encontré una diferencia marcada en la tincién neuronal de idursulfasa
entre las secciones frontal, media y posterior del cerebro.

La tincién con idursulfasa fue positiva en las médulas espinales de todos los animales, con la intensidad de
tincién mas alta en la region lumbar (Figuras 24 y 25). La inmunotincion con idursulfasa también fue dependiente de
la dosis. Las neuronas, células meningiales, células gliales, células perivasculares y epi/peri/endoneurium (células
conectivas) que rodean las fibras nerviosas fueron muy positivas para la tincion con idursulfasa en el grupo de 150 mg
(Figuras 26 y 27).

En el higado, se encontré tincidn positiva para idursulfasa en células sinusoidales (células de Kupffer y células
endoteliales) de todos los animales. Sin embargo, la idursulfasa no se detecté en los hepatocitos para el grupo de
tratamiento de 3 mg (Figura 28), mientras que la tincién con idursulfasa positiva en los hepatocitos se encontré en los
grupos de dosis mas altas, con la mayor intensidad de tincién en el grupo de tratamiento de 150 mg (Figura 29, 30 y
31).

No hubo tincién positiva para idursulfasa en animales del grupo de tratamiento de 3 mg (Figura 22). Por el
contrario, las células intersticiales se tifieron positivamente para idursulfasa en los grupos de 30, 100 y 150 mg,
observandose una marcada tincién en el grupo de 150 mg, en términos de numero de células positivas e intensidad
de tincién (Figuras 33, 34 y 35).

Rifién

Se detect6 poca o ninguna idursulfasa inyectada en animales del grupo de dosis de 3 mg (Figura 36). Sin
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embargo, se encontré tincidén positiva con idursulfasa en las células glomerulares y las células intersticiales en los
grupos de 30 y 100 mg (Figuras 37 y 38). En el grupo de 150 mg, la inmunotincién con idursulfasa revelé ademas la
tincion con idursulfasa de células tubulares proximales, junto con una marcada tinciéon de células glomerulares e
intersticiales (Figura 39).

DISCUSION

No hubo signos o efectos clinicos relacionados con el articulo de prueba sobre el peso corporal, el consumo
de alimentos, los hallazgos del examen fisico y los hallazgos del examen neurolégico. En el dia 1, los animales del
Grupo 4 (150 mg) exhibieron una minima tendencia a los cuartos traseros dentro de los 3-12 minutos posteriores a la
administracion, con una duracién de 5 a 15 minutos; Se considerd que este signo estaba relacionado con el articulo
de prueba.

La administracién de idursulfasa se asocié con aumentos dependientes de la dosis en la actividad de
idursulfasa en varias regiones del cerebro, asi como el tronco encefalico y la médula espinal. El nivel mas alto de
intensidad de tincién en la médula espinal fue en la regién lumbar, donde se produjo la administracion IT de idursulfasa.
La administracion de idursulfasa por IT también dio como resultado una exposicion sistémica con intensidad de tincion
dependiente de la dosis en el higado, los rifiones y el corazén. Los animales que recibieron dosis del articulo de prueba
a 30 mg y mas tuvieron una tendencia a que la reaccion inflamatoria en las meninges tuviera un componente eosinofilo
mas pronunciado, pero esta diferencia no se considero biolégicamente significativa.

La administracion IT de idursulfasa a dosis de hasta 150 mg a intervalos mensuales no tuvo efectos adversos.
Por lo tanto, el nivel de efectos adversos no observados (NOAEL) se interpreté como 150 mg, la dosis mas alta probada
en este Ejemplo. La administracion de idursulfasa se asocié con aumentos dependientes de la dosis en la actividad
de idursulfasa en el SNC y dio como resultado niveles sistémicos en el higado, los rifiones y el corazén.

EJEMPLO 3: PK (suero y LCR) de IT administrado con I12S

Este ejemplo proporciona analisis de suero y liquido cefalorraquideo (LCR) asociado con un estudio de
toxicidad de 6 meses de idursulfasa administrada a través de inyecciones mensuales intravenosas de bolo lumbar e
inyecciones intravenosas de bolo semanales en monos Cynomolgus" para la concentraciéon del articulo de prueba
(TA).

DISENO EXPERIMENTAL
El objetivo de este estudio fue evaluar la administracion intratecal (IT) de dosis repetidas de idursulfasa (12s)
desde una perspectiva de toxicologia y farmacologia de seguridad durante un periodo de seis meses. El disefio del

estudio se muestra en la Tabla 8.

TABLA 8: DISENO DEL ESTUDIO

Grupo N° de . N° de dosis Dosis IT o .
N© animales Dosis IV (mg/kg) Y (mg) N° de dosis de Tl
1 6 DC (solucién 23 DC (PBS) 6
salina)
2 12 0 (vehiculo 1V) 23 0 (V?%C“'O 6
3 12 0,5 23 3 6
4 6 0,5 23 30 6
5 12 0,5 23 100 6
DC = Control del dispositivo: Animales en el grupo 1 no dosificados con vehiculo o articulo de
prueba.

Articulo de prueba

Identificacion: Dosificacion de idursulfasa IV - (2,0 mgimL)
Dosificacion de IT —

idursulfasa (0 mg/mL)
idursulfasa (3 mg/mL)
idursulfasa (30 mg/ml)
idursulfasa (100 mg/ml)
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Ensayo Métodos:

Los analisis se realizaron usando un ELISA (Ensayo de Inmunosorbente Enzimado) para determinar la
concentracion de idursulfasa. El limite de deteccion (LOD) = 1,25 ng/ml antes de multiplicar por factor de dilucién.
Muestras w se seleccionaron a una dilucion 1:50, por lo tanto, la sensibilidad del ensayo es 62,5 ng/mL. Las muestras
que caen mas alla del extremo superior de la curva de calibracion se diluyeron y se volvieron a analizar a una dilucién
apropiada que dio como resultado un valor dentro del rango de la curva. Las muestras seleccionadas se analizaron
adicionalmente usando un ensayo de actividad enzimatica. La LOD para este ensayo es de 0,18 mU/ml a una dilucién
minima de la muestra de 1:150.

Los animales en los grupos 1 y 2 que fueron dosificados con solucién salina o vehiculo, respectivamente,
tenian niveles de idursulfasa sérica que oscilaban entre 138 ng/ml y <62,5 ng/ml (o <LOD) durante todo el periodo de
dosificacion IV e IT. De 200 muestras de LCR analizadas en animales del Grupo 1y 2, 62 demostraron niveles de 12S
por encima del LOD de ensayo. De estos, 7 valores fueron altos (> 1,000 ng/mL). Otra muestra de LCR recolectada
antes de la dosis 3 de IT probd por encima de 1,000 ng/mL de 12S.

Las muestras se analizaron luego para determinar la actividad de idursulfasa. En cada caso, los resultados
de la actividad indicaron la presencia de 12S y cuando se calculé la concentracion aproximada de 12S en funcién de
los niveles de actividad, los resultados estuvieron dentro del 20% de los obtenidos por el ELISA de antigeno. (Ver
Tabla 9) También se analizaron muestras de LCR adicionales elegidas al azar con resultados de ELISA de antigeno
<LOD usando el ensayo de actividad enzimatica para descartar cualquier actividad no especifica.
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En este estudio, las muestras de suero y LCR se analizaron para determinar la concentracion de idursulfasa.

Las muestras de suero se recogieron de acuerdo con el siguiente esquema:

Dosis IV: predosis y 2 horas después de las dosis 1 a 10, predosis y 4 horas después de las dosis 11 a 23,y

en la necropsia.

Dosis IT: predosis y 2 horas después de las dosis 1y 2, predosis y 4 horas después de las dosis 3 a 6, y en
39
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Las muestras de LCR se recogieron de acuerdo con el siguiente esquema:
Dosis IV: predosis y 2 horas después de la dosis 1, y 4 horas después de las dosis 3y 6.

Dosis IT: predosis y 2 horas después de las dosis 1y 2, predosis y 4 horas después de las dosis 3 a través
de 6, y en la necropsia.

En general, la idursulfasa sérica se eliminé mas rapido que la idursulfasa del LCR.

Los niveles séricos de idursulfasa en los animales de los grupos 1y 2 que se dosificaron con solucién salina
o vehiculo, respectivamente, fueron menores o iguales a 138 ng/ml en todos los puntos de tiempo probados. Algunos
animales tenian niveles por debajo del limite de deteccién del ensayo (LOD).

Menos muestras de LCR de los grupos 1 y 2 estaban por encima del LOD del ensayo, con 7 excepciones
notables que dieron como resultado niveles altos (> 1,000 ng/mL). Una muestra de LCR recolectada de un animal
antes de la dosis 3 de IT, también analizada por encima de 1,000 ng/mL de idursulfasa.

Las muestras que dan estos resultados fuera de la tendencia se ensayaron de nuevo y confirmados. Ademas,
estas muestras se analizaron para determinar la actividad de la enzima idursulfasa. Estos resultados de actividad
también confirmaron niveles altos de idursulfasa dentro del 20% de los obtenidos por el ensayo de masa de idursulfasa
(Tabla 9).

La especificidad del ensayo de actividad se validé6 dentro de esta cohorte de muestra probando
aleatoriamente muestras de LCR con unidades de masa de idursulfasa por debajo de LOD y confirmé que los niveles
de idursulfasa en estas muestras eran de hecho LOD (datos no mostrados).

EJEMPLO 4: FORMULACION

Este ejemplo resume los estudios de desarrollo farmacéutico realizados para establecer las formulaciones de
la sustancia farmacoldgica |dursulfase-IT y el producto farmacoldgico para ensayos clinicos de fase I/II.

Debido a la limitacion de los excipientes adecuados para el suministro del SNC, el esfuerzo para el desarrollo
de la formulacién para el suministro intratecal de idursulfasa se centré en reducir el nivel de fosfato y polisorbato 20
mientras se mantenia la estabilidad equivalente a la formulacién de I12S para el suministro sistémico.

Se realizaron tres estudios de deteccion de estrés clave para examinar el efecto del nivel de fosfato y
polisorbato. Estos incluyen congelacion, descongelacion, agitacion y tensiones térmicas. Los resultados demostraron
que la formulacion salina es mas estable contra el estrés de congelaciéon y descongelacion a baja concentracion de
proteina (2 mg/ml). A altas concentraciones de proteina (100 mg/ml), el estrés de congelacidon-descongelaciéon no
causo problemas de inestabilidad tanto para las formulaciones que contenian solucién salina como fosfato. El estudio
del estrés por agitacion confirmé que el 0,005% de polisorbato 20 protegid a la proteina contra el estrés relacionado
con la agitacion. Los estudios de estabilidad térmica demostraron que la formulacién salina era mas estable en
comparacioén con las formulaciones que contienen fosfato. Ademas, el pH de la formulacion salina se puede mantener
a 6,0 durante 24 meses a 2-8°C. Se encontré que la cantidad de fosfato residual asociado con la proteina, asi como
el aumento de la concentracion de proteina, contribuyen a la estabilidad del pH en la formulacién final.

Métodos

Efecto del estrés de congelacion/descongelacion sobre la estabilidad de la idursulfasa en formulaciones de
solucion salina y fosfato

Para examinar el efecto de congelacion/descongelacion sobre la estabilidad de la idursulfasa en diferentes
formulaciones, el conjunto de SEC viral se intercambid/concentré usando un Centricon Plus cuatro veces en NaCl 150
mM o NaCl 137 mM con fosfato de sodio 20 mM (ambos a pH 6,0). Las concentraciones de proteina se dirigieron a 2
mg/ml y 100 mg/ml. Todas las soluciones se filtraron a través de un filtro PVDF de 0,22 micras. Las soluciones se
dividieron en partes alicuotas a 1 ml cada una en viales de vidrio de borosilicato de 2 ml. Los viales se colocaron en
el estante medio de una camara de liofilizador y se rodearon con viales de placebo. Las muestras se congelaron en
un ciclo programado de congelaciéon/descongelacion (mantenidas durante 1 hora a 20°C y congeladas a -50°C a
1°C/min.) Luego, se descongelaron en dos pasos a una velocidad de 0.03°C/min. de -50°C a -25°C, se mantuvo
durante 24 horas a -25°C y se dejoé descongelar a 2-8°C). Después de dos o tres ciclos de congelacién/descongelacion,
las muestras se analizaron mediante ensayos de apariencia y SEC-HPLC.

Efecto de la tensién de agitacion/cizallamiento sobre la idursulfasa en soluciones de fosfato y salinas

Se realizaron estudios de agitacion sobre la idursulfasa a diferentes concentraciones de proteinas. Las
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concentraciones de proteina se probaron a 2 mg/ml, 8 mg/mly 90-100 mg/ml en presencia de NaCl 137 mM en fosfato
20 mM (pH 6.0) y NaCl 154 mM (pH 6.0) solo. Para ver si se necesitaba polisorbato, se afiadieron varias cantidades
de PS-20 a la condicion de prueba. Las soluciones se dividieron en partes alicuotas a 1,2 ml cada una en viales de
vidrio de 2 ml y luego se agitaron en un agitador orbital a 250 rpm en condiciones ambientales durante 24 horas. Al
inicio del estudio y a las 24 horas, se examin6 la apariencia y se tomaron muestras de alicuotas de 0,1 ml en
congelados a menos de <-65°C en tubos de polipropileno de 0,5 ml hasta el analisis por SEC-HPLC.

Para confirmar primero el efecto del nivel de polisorbato 20, se realizé un estudio de envio simulado utilizando
un envio de material en camién de 3 horas seguido de una prueba de aire de 1 hora en el Nivel de Aseguramiento 1
usando opciones de prueba aleatorias (realizado por Lansmont (Lansing, MI)). Las muestras fueron analizadas para
la apariencia de particulas y agregados solubles por SEC-HPLC.

Para examinar el efecto del estrés de agitacion sobre la estabilidad, se rellené una formulacién salina (50
mg/ml, NaCl 154 mM y PS-20 al 0,005%) a 1,3 ml en un vial de vidrio tipo | de 3 ml y se tap6 con un Tapén de 13 mm,
que contenia una barra de agitacion magnética recubierta de teflén (8 mm de longitud y 2 mm de diametro). Los viales
se colocaron en una placa de agitacion establecida en la configuracion de velocidad 6 (la eleccion de la configuracion
6 fue la velocidad maxima sin causar espuma excesiva). La apariencia se determiné a las 0, 2, 24, 48 y 72 horas. La
linea de base y las muestras agitadas de 72 horas se probaron con métodos SEC-HPLC.

Estudios de estabilidad térmica para formulaciones de plomo

Se compararon seis formulaciones de plomo para la estabilidad térmica. Estas formulaciones fueron elegidas
en base a dos parametros. El primer parametro fue que la concentracion de proteina debia estar dentro de los rangos
terapéuticos para el suministro del SNC. El segundo parametro fue controlar el efecto de la concentraciéon de fosfato
en la estabilidad. El conjunto de SEC viral filtrado se intercambid y se concentré utilizando el Centricon Plus-80. Se
lograron concentraciones objetivo de 50 y 100 mg/ml de proteinas. Las seis formulaciones se afiadieron con una
solucién de polisorbato 20 al 1% para una concentracion final de 0,01% de PS-20. El material se filtré a través de un
filtro de PVDF de 0,22 micras y se afiadieron 0,5 ml a viales de borosilicato de vidrio de 2 ml. Estos viales se colocaron
en estabilidad estresada (40°C), estabilidad acelerada (25°C) y almacenamiento en tiempo real (2-8°C) en una posicién
invertida. Las muestras de estabilidad en cada punto de tiempo se analizaron mediante SEC-HPLC, OD320, SAX-
HPLC, SDS-PAGE (Commassie), pH y actividad.

Comprension del control del pH en la formulacion salina
Para comprender como se mantuvo el pH en la formulacién salina, se realizaron los siguientes estudios.
Prueba del residuo de fosfato en formulaciones salinas

El conjunto de SEC viral filtrado (idursulfasa 2 mg/ml, NaCl 137 mM, fosfato sédico 20 mM, pH 6.0) se
concentro y se diafiltré6 en NaCl 150 mM usando el sistema Millipore TFF y un filtro Millipore Pellicon Biomax 30 de 50
cm?. Las muestras debian determinar la cantidad de fosfato asociada con la proteina después de 7X, 10X y 15X ciclos
de diafiltracion en solucion salina al 0,9% (preparada en TK3). Ademas, también se analizaron el permeado después
de la diafiltracion 10X (flujo que no contiene proteinas a través de la filtracion) y la solucién salina utilizada en la etapa
de filtracion.

Determinacion del efecto de la concentraciéon de proteinas sobre el pH

Para comprender mejor el control del pH sin la presencia de un tampén (fosfato), se realizaron estudios de
efectos proteicos. Para determinar la contribucién de la proteina al pH, el material se diluyé en NaCl 154 mM (solucién
salina) a 30 mg/ml, 10 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0,01 mg/ml y solucién salina sola. El material se dividié en
partes alicuotas en tubos de polipropileno de 2 ml con un volumen de llenado de 1 ml por tubo. Las muestras se
congelaron a <-65°C durante 1 hora, se descongelaron a temperatura ambiente durante 30 minutos y el ciclo se repitio
tres veces. Se midi6 el pH inicial y se comparé después de 3 ciclos de congelacién/descongelacion. El pH también se
midié después de 24 horas de exposicion ambiental (al abrir las tapas de los tubos) de las muestras para determinar
el efecto que la concentracion de proteina puede tener sobre el cambio de pH.

Debido a la limitacion de los excipientes adecuados para el suministro del SNC, el esfuerzo para el desarrollo
de la formulacién para el suministro intratecal de idursulfasa se centré en reducir el nivel de fosfato y polisorbato 20
mientras se mantenia la estabilidad equivalente a 12S formulado para administracion sistémica. Se llevaron a cabo
tres estudios de deteccién de estrés clave, que incluyen congelacion, descongelacion, agitacién y estrés térmico.
Efecto de congelacién/descongelacion sobre la idursulfasa en formulaciones de solucién salina y fosfato

Como se muestra en la Tabla 10, a una baja concentracion de proteina de 2 mg/ml, la formulacién que
contiene fosfato 20 mM generé mas agregados después del estrés de congelacidon-descongelacién. La formulacion
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salina permanecio en el mismo nivel de agregados que la linea base. A altas concentraciones de proteina (100 mg/ml),
el estrés de congelacion-descongelacion no parecio tener efecto sobre la estabilidad en ninguna de las formulaciones
(Tabla 11). Los datos indicaron que la formulacion de solucion salina sola tiene mejor estabilidad contra el estrés por
congelacién y descongelacion.

TABLA 10: AGREGACION SOLUBLE EN CONCENTRACION DE PROTEINA BAJA

2 mg/ml en fosfato 20 mM, pH 6,0 2 mg/ml en solucién salina,
*% HMW especies H 6,0% HMW especies
Linea de base 0,02% 0,05%
Postcongelacion 1,7% 0,04%

TABLA 11: PERFIL DE LA SEC PARA DETERMINAR LA AGREGACION SOLUBLE EN LA CONCENTRACION
DE ALTA PROTEINA

100 mg/ml en fosf?to soll?:i()énmggr;;rl]:,an
20 mM, pH 6,0 6.0
Linea de base 0,05% 0,06%
Postcongelacion 0,04% 0,07%
* La cantidad de NaCl se ajusté a 137 mM donde la formulacién contenia fosfato 20 mM para
mantener una tonicidad comparable.

Efecto de sacudir estrés en idursulfasa en soluciéon

Los estudios se realizaron con agitacion a tres niveles de concentracion de proteina de 2, 8, y 100 mg/mL.
Los datos demostraron que sin el polisorbato 20, se produjeron precipitados a toda la concentracion de proteina y
también se observo un alto nivel de agregados solubles a 2 mg/ml (Tabla 12 a la Tabla 14). Sin embargo, en presencia
de un nivel muy bajo de P20, como 0,005%, los precipitados y los agregados solubles se evitaron principalmente. Los
datos indicaron que se requiere un bajo nivel de polisorbato para proteger la proteina contra el estrés por agitacion.

TABLAS 12-14: ESTUDIO DE AGITACION EN UN MODELO DE LABORATORIO (ROTACION A 250 RPM POR
24 HORAS EN EL AMBIENTE)

Tabla 12: ~ 2 mg/ml en NaCl 137 mM y fosfato 20 mM a pH 6

Concentracion Apariencia SEC (%
P20 mondmero)
0% Particulas similares a proteinas observadas 95,2%
0,0005% Particulas similares a proteinas observadas 99,4%
0,001% Particulas similares a proteinas observadas 99,4%
0,0025% Particulas de polvo observadas 99,7%
0,005% Particulas de polvo observadas 99,7%
0,01% Particulas de polvo observadas 99,8%

Tabla 13: ~ 8 mg/ml en NaCl 137 mM y fosfato 20 mM a pH 6

0,
Muestra Apariencia SE,C (%
mondémero)
. . Particulas similares a o
Sin PS-20 (agitado) proteinas observadas 99,3%
0,005% No se observaron particulas, 99,7%
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Tabla 14: 90-100mg/ml en formulacién salina

0,
Concentracion P-20 Apariencia SEF: (%
monomero)
Sin PS-20 Se observaron grandes: particulas similares a 100.%
proteinas.
0,005% Algunas particulas observadas 99,8
0,01% Sin particulas 99,9
* La muestra de control (sin agitar) tenia 99,8% de monémero.

Para confirmar ain mas si el 0,005% es suficiente para la estabilidad contra el temblor, se realizé un estudio
de envio simulado, que estaba cerca de la condicion de envio real. realizado en la formulacion salina a 100 mg/ml de
proteina con diferente nivel de polisorbato 20. Los resultados confirmaron que 0,005% era suficiente (Tabla 15).

TABLA 15: EFECTO DEL POLISORBATO 20 EN LA APARIENCIA Y AGREGADOS SOLUBLES DE 100 MG/ML
EN SALINA DESPUES DE UN ESTUDIO DE ENVIO SIMULADO

Polisorbato 20 Apariencia SEC (% monoémero)
0 (control) Sin estrés de envio Sin particulas 99,8%
0 <10 particulas pequefias 99.9%
observadas
0,005% Sin particulas 99,8%
0,01% Sin particulas 99,8%

El efecto de la agitacion usando una barra de agitacion magnética en la estabilidad de la formulacién de
solucion salina que contiene 50 mg/ml Idursulfasa con 0,005% de polisorbato 20 se resume en Tabla 16. Como se
muestra, la proteina no es susceptible a la tensiéon causada por agitacion usando una barra de agitaciéon magnética
durante 72 horas. Los resultados confirmaron que 0,005% también era suficiente contra el estrés por agitacion.

TABLA 16: EFECTO DEL POLISORBATO 20 EN LA ESTABILIDAD DE IDURSULFASA DE 53 MG/ML SOBRE

LA AGRESION AGRESIVA
Apari . SEC-HPLC,% de
pariencia ,
monémero
Base 2 horas 24 48 2 Linea de 72 horas
horas horas horas base

. . sin sin sin
sin ppt sin ppt 99,96% 99,94%

PP PP ppt | ppt | ppt ° °

Estabilidad térmica para los candidatos principales

Se examinaron seis formulaciones clave durante 24 meses para pruebas de estabilidad. Los resultados de
estas pruebas se discuten en esta seccion.

Apariencia

La apariencia de todas las formulaciones permanecié ligeramente opalescente y esencialmente libre de
particulas bajo todas las temperaturas y puntos de tiempo probados para las seis formulaciones.

0D320

Para examinar los posibles aumentos en la turbidez, los valores de OD320 se determinaron y resumieron en
la Tabla 17. Como se muestra, en el almacenamiento congelado, los valores de OD320 para todas las formulaciones
permanecieron iguales a los valores de referencia después de 24 meses de almacenamiento. En condiciones de 2-
8°C, las formulaciones de solucion salina se mantuvieron igual que la linea de base después de 24 meses, pero las
formulaciones que contienen fosfato tuvieron un mayor nivel en los valores de OD320. En la condicion acelerada de
25C, las formulaciones salinas también tuvieron un ligero aumento en OD320 después de 3-6 meses, pero las
formulaciones que contienen fosfato mostraron un aumento mas significativo. Estos resultados sugieren que la
formulacion salina es mas estable contra el estrés térmico.
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TABLA 17: COMPARACION DE OD320 PARA FORMULACIONES DE SALINA Y FOSFATO *

50 mg/ml,
50mg/ml, | 100 mg/mi, | Naci1s0 | 100 mg/ml 1 100 mg/ml, | 440 o
NaCl150 | 137 NaCl,

NaCl NaCl 154 mM, oM NapOs | Napousg | 137 NaCl

154mM, mM, pH NaPO4 5 5 rr,1M H mM. bH NaP0O420 mM,

pH 6,0 6,0 mM, pH P P pH 6,5

6,5 6,0
6,5

<-65°C
t;“s‘za de 0,026 0,043 0,025 0,042 0,042 0,044
16 meses 0,027 0,043 0,029 0,045 0,045 0,046
24 meses 0,023 0,046 0,024 0,068 0,045 0,046
25°C
3 meses 0,043 0,076 0,065 0,116 0,124 0,137
6 meses 0,040 0,077 0,064 0,110 0,122 0,138
2-8°C
3 meses 0,028 0,047 0,034 0,053 0,071 0,072
6 meses 0,028 0,049 0,040 0,067 0,086 0,090
16 meses 0,027 0,051 0,049 0,089 0,102 0,111
24 meses 0,033 n/A 0,056 0,099 0,110 0,113
* Todos contienen 0,01% de polisorbato 20

SEC-HPLC

El resumen de datos de todas las formulaciones probadas por SEC-HPLC se enumera en la Tabla. En las
condiciones de almacenamiento congelado, no hubo cambios después de 24 meses en comparacién con la linea de
base.

En la condicion estresada de 40°C, después de dos semanas todas las formulaciones habian aumentado los
niveles de agregados solubles. Ademas, las formulaciones que contienen fosfato también mostraron un pico de "12
minutos”. Sin embargo, después de 1 mes, los picos de "12 minutos pico" observados en la formulacién que contiene
fosfato parecian desaparecer. Ademas, el nivel de agregado soluble no aumentd aun mas para todas las formulaciones
en comparacion con el punto de tiempo de 2 semanas (Figura 8 y Tabla 18).

En la condicién acelerada de 25°C, en comparacion con la linea de base, para todas las formulaciones, el
nivel aumentado de agregados solubles fue minimo después de 6 meses. Sin embargo, todas las formulaciones que
contienen fosfato mostraron el pico "12 min" (Figura 9 y Tabla 18).

En el estado de almacenamiento a largo plazo de 2-8°C, después de 24 meses, el aumento de los agregados
solubles para toda la formulacion también fue minimo después de 24 meses de almacenamiento. De acuerdo con
todas las condiciones, las formulaciones que contienen fosfato también tuvieron el "pico de 12 minutos", que aumenté
ligeramente con el tiempo (Figura 10 y Tabla 18 Tabla). Estos resultados indican que las formulaciones salinas tuvieron
los menores cambios en comparacion con las formulaciones que contienen fosfato En todas las condiciones de
almacenamiento.

TABLA 18: COMPARACION DE LA AGREGACION POR SEC-HPLC EN FORMULACIONES DE SALINA Y

FOSFATO *
100 100 mg/ml, 100 mg/ml,
mg/ml, 50 mg/ml, 150 mM 137 NaCl, 100 mg/ml, 100 mg/ml,
NaCl 154 | NaClamm, |\ ol 5mM 20 mM 137 NaCl, 20 | \ .o/ 154 mMm
NaPO4 5 ‘ mM NaPOg4, ’
mM, pH mM. oH 6 5 NaPOa4, pH NaPOg4, pH H65 pH 6,0
6,0 » PHD, 6.5 6,0 PR D.
<-65°C
t‘”ea de 99,9 99,9 99,9 99,8 99,9 99,9
ase

44




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 895655 T3

(continuado)

100 50 100 100
50ma/ml ma/ml mg/ml, mg/ml, mg/ml, 100 mg/ml,
gL | MIML - Nacla | 150 mM 137|137 NaCl,
NaCl NaCl NaCl,5 | NaCl,20 | 20 mM
154mM 154 mm, avh s | Nav, m
H6 0‘ mM. oH NaPO4 5 mM mM NaPO4, pH
PR O, 6’0p mM, pH | NaPOs, | NaPOs, 6,5
’ 6,5 pH 6,5 pH 6,0
<-65°C
6 meses 99,9 99,9 99,8 998 99,8 99,8
’ ’ ’ (0,03)3 ’ )
16 meses 99,9 99,8 99,9 99,8 99,8 99,9
99,9
24 meses 99,8 99,8 99,8 (0,21)? 99,8 99,8
40°C
97,9 97,8 97,4 97,5
2 semanas 97,9 97,8 (0,23)? (0,20)2 (0,34)2 (0,16)?
1 mes 97,2 97,3 97,6 97,5 97,7 97,3
25°C
99,5 99,4 99,4 99,6
3 meses 99,4 99,3 (0,22)° (0,252 (0,30)2 (0,04)?
99,4 99,2 99,2 99,6
6 meses 99,1 98,9 (0,25)? (0,27) (0,24)2 (0,02)°
2-8°C
99,7 99,7 99,7
3 meses 99,8 99,7 99,9 (0,11)? (0,11)2 (0,02)?
99,7 99,7 99,8
6 meses 99,9 99,8 (0,06)? (0,06)? (0,09) 99,8
99,5 99,4 99,5 99,8
16 meses 99,8 99,7 (0,46)? (0,50)? (0,42)? (0,04)?
99,4 99,4 99,3 99,6
24 meses 99,7 n/A (0,50)? (0,50)? (0,54)? (0,25)?
* Todas las formulaciones contienen 0,01% de polisorbato 20
a: Los valores representados son especies de alto peso molecular que eluyen ~ 12 minutos en el
método actual de SEC HPLC, a menudo denominado "pico de 12 minutos". Se cree que este pico
esta fuertemente asociado con la presencia de fosfato en la formulacion.

SAX-HPLC

El resumen de datos para SAX-HPLC se enumera en la Tabla 19. En las condiciones estresadas/aceleradas,
las formulaciones salinas aparecieron ligeramente mas cambios (Figuras 11 y 12) pero en las condiciones de
almacenamiento a largo plazo, no hubo cambios para todas las formulaciones después de 24 meses (Tabla 19 y Figura
13). Esto indica que las formulaciones salinas son estables durante 24 meses a 2-8°C.

TABLA 19: COMPARACION DE CAMBIOS EN LA CARGA POR EL METODO SAX-HPLC PARA
FORMULACIONES DE SALINA'YY FOSFATO (TODAS CON 0,01% DE POLISORBATO-20) DURANTE 24 MESES

50mg/ml, 100 ma/ml 50 mg/ml, 100 mg/ml, 100 mg/ml, 100 mg/ml,
NaCl NaCl %54’ NaCl 150 NaCl 150 137 NaCl, 20 | 137 NaCl, 20
154mM, mM. bH 6.0 mM, NaPO4 mM, NaPO4 mM NaPO4, | mM NaPO4,
pH 6,0 PROS 1 5 mM, pH 6,5 | smM, pH 6.5 pH 6,0 pH 6,5
Linea de 5A1‘_+EB+_F A+B=51; A+B=52; A+ B =50; A+B=51, | A+B=52;
base ’=18 E+F=18 E+F=18 E+F=18 E+F=17 E+F=18
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(Continuacion)

40°C
2 592i1 ££}i1 A+B=51: | A+B=51E | A+B=51; | A+B=49.E
semanas ;16 ‘=16 E+F=17 +F =17 E+F=17 +F=17

A+B= | A+B=

, A+B=50: | A+B=50E | A+B=50: | A+B=50E

tmes | SOE+F | SOB*F | ey k47 | +F=17 | E+F=17 | +F=17

=17 Z17
25°C

A+B= | A+B=

_ , A+B=48 | A+B=47:E | A+B=47: | A+B=4T:E
Smeses | 4BESF | W ESF | EvF=18 | +F=18 | E+F=18 | +F=18

A+B= | A+B-=

_ , A+B=44: | A+B=45:E | A+B=45 | A+B=44:E
omeses |45 EF | A ESF | EvF=18 | +F=18 | E+F=18 | +F=18
2-8°C

A+B= | A+B-=

_ , A+B=47: | A+B=47:E | A+B=46: | A+B=47:E
dmeses |ATIESF | ATESF | EvF=18 | +F=18 | E+F=18 | +F=18

A+B= | A+B=

_ , A+B=44: | A+B=44E | A+B=45 | A+B=44E
6 meses 44,=Fj|;-F 44'=E15F E+F=18 +F=18 E+F=19 +F=19
16 Eﬁ%ﬂ? 5%}&1 A+B=51: | A+B=51:E | A+B=49: | A+B=50:E
meses e it E+F=19 +F=18 E+F=19 +F=18
24 EQE%? félﬁ1 A+B=52 | A+B=52E | A+B=52 | A+B=51.E
meses e e E+F=18 +F=18 E+F=17 +F =18

pH

La Tabla 20 demuestra que el pH de todas las formulaciones permanecié comparable a la linea base durante
24 meses a 2-8°C. Para las formulaciones salinas, aunque no habia tampén, el pH se mantuvo constante a 6,0 durante
24 meses.

TABLA 20: COMPARACION DEL PH PARA FORMULACIONES DE SALINA'Y FOSFATO (TODAS CON 0,01% DE
POLISORBATO-20) MAS DE 24 MESES A 2-8°C

50mg/ml, | 100 mg/mi, | 20mg/ml 1 100 mg/ml, | 450 i | 100 mgimi,
NaCl 150 NaCl 150
NaCl 154mM | 8 S0 | Napos | 137 NaCl 20 | 137 NaCl, 20
154mM, NaCl, pH 5 rr’1M H 5 rr’1M H mM NaPO4, | mM NaPO4,
pH 6,0 6,0 ol g pH 6,0 pH 6,5
E”ea de 6,03 6,00 6,43 6,41 5,96 6,47
ase
24 meses 6,06 n/A 6,42 6,44 6,01 6,53

Actividad enzimatica

En comparacion con el estandar de referencia, la actividad especifica para todas las formulaciones después
de 24 meses a 2-8°C fue equivalente dentro de la variacidon del ensayo, lo que sugiere que la idursulfasa permanecio

estable en la formulacién salina durante 24 meses (Tabla 21).
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TABLA 21: RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO DE IONES
DESPUES DE 24 MESES DE ESTABILIDAD EN TIEMPO REAL (2-8°C) EN FORMULACIONES DE SALINAY

FOSFATO
50 100 100
50mg/ml, | 100 mg/mi, | "M mg/ml, mg/ml, m19r(1)wl
gt 9" | NaCI 150 | NaCl 150 137 gm
NacCl 154 mM M M NaCl 137 NaCl,
154mM NaCl, pH miv. mv. av. | 20mMm
’ ’ NaPO4 5 NaPO4 5 NaPO4
pH 6,0 6,0 NaPO4,
mM, pH mM, pH 20 mM, H65
6,5 6,5 pH6,0 | PT°
Actividad especifica (U/mg) 43 n/A 42 51 49 45
* La actividad especifica del estandar de referencia fue de 56 U/mg durante la prueba de muestras de 24
meses.

Deteccion de fosfato residual asociado con la proteina

El paso final UF/DF en la preparacion de la formulacion salina se uso para diafiltrar la solucion de proteina a
partir de NaCl 137 mM, Fosfato de sodio 20 mM en NaCl 150 mM. Para examinar como el niumero del ciclo de
diafiltracién afecta la concentracion residual de fosfato en el producto final, se realizé un estudio a escala de laboratorio
utilizando la sustancia farmacolégica (idursulfasa de 2 mg/ml, NaCl 137 mM, fosfato de sodio 20 mM, pH 6,0). La
sustancia del farmaco se concentré primero a 50 mg/ml de idursulfasa y luego se filtrd por filtracién en soluciéon salina
150 mM. Se tomaron muestras en el paso de diafiltracion 7x, 10x y 15x y se analizaron por ICP para determinar el
contenido de fosfato. Los resultados de la prueba se resumen en la Tabla 22. Como se muestra, la soluciéon de
diafiltracién salina no contiene fosfato. Después de 7 x DF, la proteina contenia aproximadamente 0,22 mM de fosfato,
que era superior al valor tedrico calculado. Después de 10x DF, el retenido de proteina contenia aproximadamente
0,16 mM de fosfato, mientras que el flujo a través era solo de aproximadamente 0,07 mM de fosfato, lo que indicaba
que el fosfato se unia a la proteina. Después de 15x DF, el nivel de fosfato se redujo a aproximadamente 0,07 mM.

Los resultados del estudio indican que aproximadamente 0,2 residuo de fosfato mM permanecié en la
sustancia de farmaco, que probablemente contribuyé a mantener el pH de 6,0 para la formulacién de solucion salina.

TABLA 22: FOSFATO DE SODIO RESTANTE CON LA PROTEINA DESPUES DE PASOS DE DIAFILTRACION

MULTIPLES

Muestra ID pg/ml (ppm) mM
Material de partida DP04-002-X N/A 20
Solucion de NaCl 150 mM (tampén DF) * debajo de LOQ 0
Retenido de proteina después de 7x DF 21 0,22
Retenido de proteina después de 10x DF 15 0,16
Permeado (flujo) después de 10X DF 7 0,07
Retenido de proteina después de 15x DF 7 0,07
DP06-004-X | 21 | 0,22
* Se probo el tampdn salino inicial y no se detecté fosfato detectable.

Efecto de concentracion de proteinas sobre el mantenimiento del pH de la formulacién

A partir del analisis del contenido de fosfato, aparentemente el fosfato se une a la proteina. Por lo tanto, se
espera que el alto contenido de proteinas pueda unir mas fosfato, lo que podria mantener mejor el pH. Para examinar
esa hipétesis, la proteina en la solucion salina se concentré a diferentes niveles y pH de las soluciones después de
probar diferentes condiciones de procesamiento. Los resultados se resumen en la Tabla 23.

Como se muestra, el pH inicial de las soluciones se mantuvo a aproximadamente 6,0 independientemente de
la concentracion de proteina. Sin embargo, después de la exposicién ambiental durante 24 horas o tres ciclos de
congelacién y descongelacion, el pH de las soluciones que contenian 0.1 mg/ml de proteina o menos no mantuvo un
pH constante alrededor de 6,0. El pH de las soluciones a la concentracion de proteina superior a 1 mg/ml se mantuvo
alrededor de 6,0. Esto confirmé que la concentracion de proteina es un factor de control para mantener el pH de las
soluciones salinas.
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TABLA 23: EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN EL PH DE LAS FORMULACIONES DE SALINA
SIN BOMBARDEO

pH después de pH después de tres
c L. . PH 24 horas ciclos de
oncentracion de proteinas (mg/ml) S . . o
inicial Exposicion congelacion y
ambiental descongelacién *
60 6,1 6,1 6,1
30 6,1 6,1 6,1
10 6,1 6,0 6,1
2 6,0 59 5,9
1 6,0 5,8 6,0
0,1 5,9 5,6 5,8
0,01 6,0 5,6 5,8
0 (solucion salina) 6,1 5,7 5,6
* Las muestras se almacenaron a & -65°C durante al menos 1 hora y se descongelaron a temperatura
ambiente durante 0,5 horas, y este ciclo se repitid tres veces.

Los resultados de este estudio demostraron que la idursulfasa en la formulacién salina (50 mg/ml de
idursulfasa, polisorbato al 0,005%, NaCl 150 mM, pH 6,0) es estable durante al menos 24 meses cuando se almacena
a 2-8C. Esta formulacion parecia ser mas estable en comparacion con la formulacion que contiene fosfato. La seleccion
de 0,005% de polisorbato 20 fue suficiente para proteger la proteina contra el estrés por agitacion. Ademas, el estudio
también indicé que el pH de la formulacion salina se puede mantener estable a 6,0 durante 24 meses a 2-8°C, en
parte debido a la concentracién residual de fosfato y alta proteina en la formulacién final.

EJEMPLO 5. BIODISTRIBUCION

Después de haber demostrado con éxito que la administracién intratecal es una forma eficaz de administrar
I12S a los tejidos del SNC, se realizaron estudios adicionales para determinar si el I12S administrado por IT es capaz de
distribuirse en los tejidos profundos del cerebro y si existe una localizacion celular de 12S administrado por IT. Se
preparé una formulaciéon recombinante de iduronato-2-sulfatasa humana (12S) y se formuld en un vehiculo de NaCl
154 mM, 0,005% de polisorbato 20 a un pH de 6,0.

A los primates no humanos se les administré 3 mg, 30 mg o 100 mg de 12S mensualmente por medio de un
puerto intratecal implantado durante seis meses consecutivos. El disefio del estudio se resume en la Tabla 24 a
continuacion.

TABLA 24
Ultio dia en estudio (n° de
animales)
Grupo n IV Dosis (mg/kg)? IT Dosis (mg)? 6 Recuperacion
meses

1 6 DC (NS) DC (PBS) 6 -

2 12 0 (vehiculo) 0 (IT vehiculo) 6 6

3 12 0,5 3 6 6

4 6 0,5 30 6 -

5 12 0,5 100 6 6

3ldursulfasa a menos que se especifique lo contrario. DC (control de dispositivo); Tl (intratecal); IV
(intravenoso); NS (solucion salina normal); PBS (solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,2).

La administracién mensual repetida de 12S a primates no humanos durante seis meses fue bien tolerada con
la dosis mas alta probada y no se asocidé con ningun evento toxicolégico adverso significativo. Veinticuatro horas
después de la administracion de la sexta y ultima dosis de 12S, se sacrificaron los primates no humanos sujetos y se
examinaron los tejidos del SNC de dichos primates no humanos.

Segun lo determinado por inmunohistoquimica (IHC), hubo un depésito celular generalizado de 12S en todas
las células y tejidos del SNC. La IHC detectd la proteina 12S en todos los tejidos del cerebro, con un gradiente de
deposicion desde la corteza cerebral hasta la sustancia blanca ventricular. En la materia gris, se detecté 12S en las
neuronas del cerebro, cerebelo, tronco encefalico y médula espinal de todos los grupos de manera dependiente de la
dosis. En la materia gris superficial de los grupos de dosis mas altas, un gran nimero de neuronas cerebrales fueron
positivas para la tincion de 12S en la corteza superficial (Figura 40A). También se detectd 12S en neuronas del talamo
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(Figura 40B), hipocampo (Figura 40C), nucleo caudado Figura 40D) y médula espinal (Figura 40E). Las células
meningiales y perivasculares también fueron positivas para la tincién con 12S (Figura 40F).

Como se representa en las Figuras 41 y 42, es evidente la distribucidon de 12S administrado por IT en los
tejidos del SNC vy, en particular, el depdsito en la materia gris, el talamo y la corteza cerebral del sujeto de primates no
humanos. Ademas, las Figuras 42 y 43 ilustran que el I2S administrado por IT se acumula en los tejidos del SNC
representados de los primates no humanos sujetos de una manera dependiente de la dosis. La tincion de localizacion
conjunta también revelé que la administracion de IT de 12S se asocia con neuronas y oligodendrocitos. El 12S
administrado por IT también distribuye y localiza a través del cerebro de los primates no humanos sujetos como se
evidencia en la Figura 44. En particular, la Figura 45 ilustra la captacion neuronal y la asociacion axonal del 12S
después de la administracién de IT a los primates no humanos, como lo demuestra la tinciéon de filamentos. También
de particular interés, los presentes estudios ilustran que I12S es selectivo para las células neuronales y tales células
neuronales facilitan la distribucion de 12S administrado intratecalmente en los tejidos profundos del cerebro y parece
estar asociado con estructuras axonales, lo que indica el transporte axonal anterégrado de 12S.

La Tabla 25 a continuacion presenta los datos farmacocinéticos de diversas rutas y dosis de administracion
para un estudio en animales por separado.

TABLA 25
Dosis AUClast Peso Peso del Dosis
corporal cerebro
. mg/kg de
unidad h 1 ng/ml kg kg mg/kg de peso corporal peso Br
0,5 mg/kg 8331 2,7 0,1 0,5 5
1mg, IT 1933 3,1 0,1 0,32 10
10 mg, IT 31316 2,7 0,1 3,66 100
30 mg, IT 140345 29 0,1 10,34 300

Se administré 12S marcado con I'* a animales de prueba como se muestra en la Tabla 26 a continuacién y
los resultados de la exploracion PET se muestran en la Figura 62, Figura 63.

TABLA 26
Grupo Animales/Grupo Ruta Articulo de prueba | Dosis
1 11ICV [1241] -idursulfasa 3mg
2 4 | IT-L [1241] -idursulfasa 3mg
3 4 | IV [1241] -idursulfasa 0,1 mg/kg
4 4|1V [1241] -idursulfasa 1 mg/kg

Los presentes estudios también demostraron la identificacién celular de 12S administrado por IT en blanco
importa el tejido cerebral cerca de los ventriculos del sujeto primates no humanos después de la administracion de IT.
Mientras que la densidad de tincion de 12S en la sustancia blanca fue generalmente menor que la materia gris, se
detectd 12S dentro de los oligodendrocitos (Figura 46). En particular, la Figura 46 ilustra la identificacion celular de
I12S en tejidos cerebrales de materia blanca y demuestra ademas que 12S no parece asociarse con mielina.

Ademas de demostrar la distribucion de 12S administrado por IT profundamente en los tejidos del cerebro, los
presentes estudios también confirmaron la localizacidon de 12S en los organulos objetivo y, de manera importante, la
localizacién de 12S en los lisosomas que son afectados organulos en el lisosoma trastornos de almacenamiento, como
el sindrome de Hunter. En particular, 12S se localizé dentro de los lisosomas y también se detectd dentro de los axones.
La figura 46 ilustra la localizacion de 12S administrado por IT dentro de los lisosomas de oligodendrocitos del primate
no humano sujeto, confirmando asi que 12S administrado por IT es capaz de distribuirse en los tejidos profundos del
cerebro y es capaz de localizacioén celular.

Para discernir si el 12S administrado retuvo la actividad biolégica, se midieron los niveles de 12S en el cerebro
utilizando un ensayo de actividad especifica. La actividad en el cerebro del grupo IT de 3 mg 24 horas después de la
ultima dosis no fue aparentemente diferente de los niveles basales en los animales de control del dispositivo y control
del vehiculo. La actividad enzimatica en el cerebro de 30 mg y 100 mg de animales dosificados con IT fue superior al
valor basal en la necropsia (24 horas después de la dosis).

En la Figura 60 se muestran mas pruebas en animales para discernir la biodistribucion de 12S después del
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suministro de IT al cerebro y los numeros de muestra corresponden a la Tabla 27 a continuacion.

TABLA 27: UBICACION DE LAS MUESTRAS

Numero de Estructura Numero de Estructura
muestra muestra
1 Corteza cerebral superficial (L) 14 Talamo (L)
2 Corteza cerebral superficial (R) 15 Talamo (R)
3 Nucleo caudado (R) 16 Hipotalamo (L)
44 Nucleo caudado (L) 17 Hipotalamo (R)
55 Cuerpo calloso 18 Hipocampo (I)
66 Corteza cerebral (frontal) superficial (L) 19 Hipocampo (R)
77 Corteza cerebral (frontal) superficial (R) 20 Materia bla(rlic;a profunda
8 Materia blanca superficial (L) 21 Materia blalag? superficial
99 Materia blanca superficial (R) 22 Cuerpo calloso
10 Materia blanca profunda (L) 23 Materia bIa(nLc;a profunda
11 Materia blanca profunda (R) 24 Materia bla(rllac)a profunda
12 Corteza cerebral (temporal) superficial (L) 25 Cerebelo (R)
13 Corteza cerebral (temporal) superficial (R)

EJEMPLO 6. ENTREGA DE IT VS. ICV

Los patrones de distribucion de 12S observados en el ejemplo anterior también se recapitularon en perros
Beagle sanos que recibieron una dosis Unica de IT o ICV. Los perros Beagle machos fueron asignados al azar usando
numeros generados por computadora en dos grupos (Grupo 1 (ICV), N = 3; Grupo 2 (IT); N = 4). Todos tenian catéteres
implantados en el espacio subaracnoideo en la columna lumbar o en el ventriculo cerebral lateral izquierdo (para la
dosificacion) y en la cisterna magna (para el muestreo). Todos los catéteres terminaron en un puerto de acceso de
titanio subcutaneo. Se usé un perro adicional como control quirdrgico no dosificado.

Un unico bolo 1 ml de inyeccion de 12S (30 mg/ml en fosfato de sodio 20 mM, pH 6,0; cloruro de sodio 137
mM; 0,02% de polisorbato-20), se administré IT o ICV, seguido de un 0,3 ml ras con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS; pH 7,2). Se monitorizaron los signos clinicos y se produjo el sacrificio 24 horas después de la dosis. Se
recogieron muestras de tejido de cerebro y médula espinal para analisis cuantitativos de 12S segun lo determinado por
ELISA, actividad enzimatica de 12S e IHC, y se compararon entre los grupos de estudio.

I2S se distribuyé ampliamente por toda la materia gris de los grupos IT e ICV segun lo determinado por IHC.
En la corteza cerebral, las neuronas fueron positivas para I12S en las seis capas neuronales, desde la capa molecular
superficial hasta la capa interna profunda en los grupos IT e ICV, como se ilustra en la Figura. 47 (A y B). En la corteza
cerebelosa de los grupos IT e ICV, se detect6 12S en neuronas, incluidas las células de Purkinje, como se ilustra en la
Figura 47 (C y D). En los grupos IT e ICV, una gran poblaciéon de neuronas en el hipocampo fue positiva para 12S,
como lo demuestra la Figura 47 (E y F). También se encontraron neuronas positivas para I2S en el nicleo talamo y
caudado en ambos grupos, como se ilustra en la Figura 47 (G y H).

Por lo tanto, los presentes estudios confirman la capacidad de las enzimas administradas por IT para
distribuirse en las células y tejidos profundos del cerebro y respaldan la utilidad de las enzimas administradas por IT
como I2S para el tratamiento de las manifestaciones del SNC asociadas con enfermedades de almacenamiento
lisosomal, como el sindrome de Hunter.

EJEMPLO 7: MODELO DE RATON DEFICIENTE DE IDURONATO-2-SULFATASA

Habiendo demostrado que el I12S administrado por IT es capaz de distribuirse en los tejidos profundos del
cerebro y la localizacion celular del 12S, se realizaron estudios adicionales para determinar la eficacia terapéutica de
I12S administrado por IT. Se desarrollé6 un modelo genéticamente modificado de ratén iduronato-2-sulfatasa (IKO) del
sindrome de Hunter para estudiar la capacidad del I2S administrado por IT para alterar la progresién de la enfermedad.
El modelo de ratén knock-out 12S se desarrollé utilizando una interrupcion dirigida del locus 12S que resulta en una
acumulacién de glicosaminoglicanos (GAG) en tejidos y 6rganos. El modelo de ratén IKO exhibe muchas de las
caracteristicas fisicas del sindrome de Hunter que se observan en humanos, incluidas las caracteristicas gruesas
caracteristicas y los defectos esqueléticos. Ademas, el modelo de raton IKO demuestra niveles elevados de
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glicosaminoglicanos (GAG) en orina y en tejidos de todo el cuerpo, asi como una vacuolizacion celular generalizada
que se observo histopatolégicamente.

En el presente estudio, I12S (Elaprase®) disponible comercialmente se concentrd y se resuspendié en soluciéon
salina tamponada con fosfato (PBS). Seis grupos de ratones IKO machos, de 8-12 semanas de edad, fueron tratados
con 12S (10 ul ; 26 mg/ml). Los grupos Ay B (N = 3) se administraron por via intratecal tres dosis de 260 pg (en los
dias 1, 8 y 15) y dos dosis de 260 pg (en los dias 1y 8) de 12S, respectivamente. El grupo D también se traté con tres
dosis de 260 pg administradas por via intratecal en los dias 1, 8 y 15. Los grupos C y E (N = 3) fueron grupos de
control no tratados y el grupo F (N = 3) fue un control de tipo salvaje no tratado. A los ratones de control se les
administré un vehiculo sin 12S. Los ratones se sacrificaron después de 1 hora después de la ultima inyeccion, seguido
de preparacion de tejidos para inmunohistoquimica (IHC) y analisis histopatolégico.

Después de la tercera inyeccién, hubo una reduccién generalizada de la vacuolacién celular en la corteza
cerebral superficial, el ntcleo caudado, el talamo y el cerebelo en los ratones tratados con 12S en comparacion con
los ratones tratados con vehiculo. También se encontraron reducciones en la vacuolacién celular en la sustancia
blanca después del tratamiento con IT. La distribucion de I12S a los tejidos cerebrales del raton IKO fue evidente
después de la administracion de IT.

Tres administraciones informaticas semanales de 12S en los ratones IKO también demostraron una marcada
reduccion en la vacuolizacion celular del SNC tanto a nivel microscoépico ligero como electrénico. Después de la
administracion IT de 12S, fue evidente una reduccion de la vacuolacién celular en relacién con los ratones IKO no
tratados, lo que sugiere que el 12S administrado por IT es capaz de alterar la progresion de la enfermedad. Como se
ilustra en la Figura 48, una reduccion de la vacuolacion celular fue evidente en el cuerpo calloso y el férnix de los
ratones IKO después de la administracion IT de 12S. La Figura 49 ilustra una reduccién marcada en la presencia de
proteina de membrana asociada a lisosomas 1 (LAMP1), un biomarcador patolégico de enfermedad lisosémica, en
los tejidos de la corteza cerebral superficial del raton IKO tratado.

Ademas, la microscopia electronica demostrd una reduccion en la presencia de inclusiones de
almacenamiento en neuronas en la materia gris y la vacuolacién en oligodendrocitos en la sustancia blanca. En
particular, el 12S administrado con IT de los ratones IKO también demostré una reduccion en los cuerpos laminares
empalizados ("cuerpos de cebra") que son caracteristicos de ciertas enfermedades de almacenamiento lisosémico.
En particular, la Figura 5 representa una exploracion de microscopio electrénico que ilustra una reduccién de los
cuerpos de cebra caracteristicos en las neuronas del ratén IKO que se administré 12S, en relacién con el ratén IKO no
tratado. De manera similar, la Figura 5 ilustra una exploracién con microscopio electrénico de oligodendrocitos en el
cuerpo calloso.

Ademas, las administraciones IT de I12S a los ratones IKO también demostraron una reduccién marcada en
la inmunotincién de la proteina 1 de la membrana del biomarcador patolédgico lisosomal de la enfermedad lisosomal
(LAMP1), un indicador de la actividad lisosémica y el estado de la enfermedad, en la corteza cerebral superficial,
nucleo caudado, talamo, cerebelo y sustancia blanca. Como se ilustra en la Figura 49A, es evidente una reduccion
marcada en la inmunotincion de LAMP1 en el tejido de la corteza cerebral de la superficie del ratéon IKO tratado en
relacion con el tejido de la corteza cerebral de la superficie del raton control IKO no tratado ilustrado en la Figura 49B,
lo que refleja una mejora en la patologia de la enfermedad.

La Figura 20 ilustra cuantitativamente y compara la concentraciéon de LAMP1 medida en um? areas de tejido
cerebral. El analisis morfométrico de la inmunotincion de LAMP-1 de varias regiones del cerebro confirmé que hubo
reducciones significativas en la tincion positiva de LAMP-1 en todas las areas del cerebro evaluadas. Como se muestra
en la Figura 4, en cada area de tejido cerebral evaluada (la corteza, el ndcleo caudado y el putamen (CP), el talamo
(TH), el cerebelo (CBL) y la sustancia blanca (WM)) el area LAMP positiva se redujo en el ratones IKO tratados en
relacion con los ratones control IKO no tratados, y se acercaron al area positiva para LAMP de los ratones de tipo
salvaje. Particularmente notable es que las areas positivas para LAMP en cada area del tejido cerebral analizado se
redujeron aun mas con la duracién continua del tratamiento.

La reduccion de la actividad lisosémica anormalmente alta se correlaciond con mejoras morfologicas
dramaticas en todas las areas del cerebro. Estos resultados confirman que el 12S administrado por IT es capaz de
alterar la progresion de las enfermedades de almacenamiento lisosomal, en un modelo de ratéon IKO genéticamente
modificado, lo que confirma alin mas la capacidad de las enzimas administradas por IT como I12S para tratar las
manifestaciones del SNC asociadas con enfermedades de almacenamiento lisosomal, como el sindrome de Hunter.

EJEMPLO 8: TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES CON ENFERMEDAD DE HUNTER
La administracion directa del SNC a través de, por ejemplo, la administracion de IT se puede utilizar para
tratar eficazmente a los pacientes con enfermedad de Hunter. Este ejemplo ilustra un estudio de aumento de dosis

multicéntrico disefiado para evaluar la seguridad de hasta 3 niveles de dosis cada dos semanas (EOW) durante un
total de 40 semanas de 12S administrado a través de un dispositivo de administracion de farmacos intratecal (IDDD) a
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pacientes con enfermedad de Hunter infantil tardia. En las Figuras 45-48 se representan varios dispositivos ejemplares
de administracién de farmacos intratecales adecuados para el tratamiento humano.

Seran inscritos hasta 20 pacientes:

Cohorte 1: 5 pacientes (Dosis mas baja)

Cohorte 2: 5 pacientes (Intermedio dosis)

Cohorte 3: 5 pacientes (Dosis mas alta)

5 pacientes seran aleatorizados a ningun tratamiento.

Los pacientes se seleccionan para el estudio basandose en la inclusién de los siguientes criterios: (1)
aparicion de los primeros sintomas antes de los 30 meses de edad; (2) ambulatorio en el momento del examen
(definido como la capacidad de pararse solo y caminar 10 pasos hacia adelante con una mano); (3) presencia de
signos neuroldgicos al momento del examen. Por lo general, se excluyen los pacientes con antecedentes de trasplante
de células madre hematopoyéticas.

Se determina la seguridad de las dosis ascendentes de 12S administradas por inyeccion IT durante 40
semanas en nifios con enfermedad de Hunter infantil tardia. Ademas, se evalla la actividad clinica de 12S sobre la
funcidon motora macroscépica y la farmacocinética de dosis Unicas y repetidas en suero y las concentraciones en el
liquido cefalorraquideo (LCR).

Una cantidad terapéuticamente efectiva de 12S se administra intratecalmente a intervalos regulares,
dependiendo de la naturaleza y el alcance de los efectos de la enfermedad, y de forma continua. La administracién a
un "intervalo”, como se usa en este documento, indica que la cantidad terapéuticamente efectiva se administra
periédicamente (a diferencia de una dosis Unica). El intervalo puede determinarse mediante técnicas clinicas estandar.
En algunas realizaciones, 12S se administra por via intratecal aproximadamente cada dos semanas. El intervalo de
administracion 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 tiempos de enfermedad fisica o estrés, si los
anticuerpos antil2S estan presentes o aumentan, o si los sintomas de la enfermedad empeoran, el intervalo entre las
dosis puede disminuir.

EJEMPLO 9: TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES CON ENFERMEDAD DEL CAZADOR

La administracion directa del SNC a través de, por ejemplo, la administracion de IT se puede utilizar para
tratar eficazmente a los pacientes con la enfermedad de Hunter. Este ejemplo ilustra un estudio de aumento de dosis
multicéntrico disefiado para evaluar la seguridad de hasta 3 niveles de dosis cada mes durante un total de 6 meses
de 12S administrado a través de un dispositivo de administracion de drogas intratecal (IDDD) a pacientes con
enfermedad de Hunter infantil tardia. En las Figuras 45-48 se representan varios dispositivos ejemplares de
administracion de farmacos intratecales adecuados para el tratamiento humano y en la Figura 62 se muestra un
esquema del ensayo.

Se inscribiran hasta 16 pacientes:

Cohorte 1: 4 pacientes (dosis mas baja - 10 mg)

Cohorte 2: 4 pacientes (dosis intermedia - 30 mg)

Cohorte 3: 4 pacientes (dosis més alta - 100 mg)

4 pacientes seran asignados al azar a ningun tratamiento o uso del dispositivo.

Los pacientes con la enfermedad de Hunter desarrollan con frecuencia un deterioro cognitivo y del desarrollo
neurolégico que incluye el retraso de los hitos del desarrollo temprano (por ejemplo, caminar, hablar, ir al bafo), déficit
intelectual, hiperactividad, agresion, discapacidad auditiva, epilepsia e hidrocefalia. Todas las indicaciones pueden ser
parte de los criterios para los ensayos. Los pacientes se seleccionan para el estudio en funcién de la inclusién de los
siguientes criterios: (1) 3 - 18 afios de edad; (2) cociente de inteligencia de menos de 77 o una disminucion de 15 a
30 puntos de coeficiente intelectual en los ultimos 3 afios; (3) sin LCR cerrado o trastorno convulsivo mal controlado y
(4) sin comorbilidades que presenten anestesia y/o riesgos quirurgicos.

Se determina la seguridad de las dosis ascendentes de 12S administradas por inyeccién IT durante 6 meses
en nifios con enfermedad de Hunter infantil tardia. Ademas, se evalla la actividad clinica de 12S sobre la funcién
motora macroscépica y la farmacocinética de dosis Unicas y repetidas en suero y las concentraciones en el liquido
cefalorraquideo (LCR).

Los objetivos del estudio seran evaluar la seguridad y la tolerabilidad de las dosis ascendentes de 12S, asi
como la seguridad, la tolerabilidad y la permeabilidad a largo plazo de la IDDD. Ademas, se evaluara la concentracion
de 12S después de dosis Unicas y repetidas de IT tanto en LCR como en sangre periférica, asi como los efectos de
I2S en biomarcadores de FQ y GAG urinario. La evaluacion adicional incluira los efectos de 12S en parametros clinicos
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tales como evaluaciones fisiolégicas y neurocognitivas, funcion neurolégica y volumenes de estructura cerebral.
Ademas, se pueden evaluar los efectos del tratamiento en la vida diaria y las relaciones entre biomarcadores y
sintomas.

El tratamiento de pacientes con la enfermedad de Hunter mediante el suministro de 12S por IT da como
resultado la reduccién de la acumulacion de sulfatida en diversos tejidos (por ejemplo, el sistema nervioso, corazoén,
higado, rifiones, vesicula biliar y otros érganos).

Si bien ciertos compuestos, composiciones y métodos descritos en el presente documento se han descrito
con especificidad de acuerdo con ciertas realizaciones, los siguientes ejemplos sirven solo para ilustrar los compuestos
de la invencién y no pretenden limitarlos.

Los articulos "un" y "una" tal como se usan en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones, a
menos que se indique claramente lo contrario, deben entenderse que incluyen los referentes plurales. Cuando los
elementos se presentan en esta descripcion como listas (por ejemplo, en el grupo Markush o en un formato similar),
debe entenderse que cada subgrupo de los elementos también se divulga, y cualquier elemento puede eliminarse del
grupo. Debe entenderse que, en general, cuando la invencion, o los aspectos de la invencion, se
denominan/comprenden elementos, caracteristicas, etc. particulares, ciertas realizaciones de la invencion o aspectos
de la invencién consisten, o consisten esencialmente en, tales elementos, caracteristicas, etc. Por razones de
simplicidad, esas realizaciones no se han establecido en todos los casos especificamente en tantas palabras en este
documento.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Shire Human Genetic Therapies, Inc.

<120> METODOSO Y COMPOSICIONES PARA LA ADMINISTRACION AL SNC DE IDURONATO-2-
SULFATASA

<130> PO60857EP

<140> EP11799036.6
<141> 2011-06-25

<150> PCT/US2011/041925
<151> 2011-06-25

<150> 61/358,857
<151> 2010-06-25

<150> 61/360,786
<151> 2010-07-01

<150> 61/387,862
<151>2010-09-29

<150> 61/435,710
<151>2011-01-24

<150> 61/442,115
<151> 2011-02-11

<150> 61/476,210
<151>2011-04-15

<150> 61/495,268
<151>2011-06-09

<160> 2
<170> Patentln versiéon 3.5
<210> 1

<211> 525
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 1

Ser

Ile

Leu

Phe

Glu Thr Gln Ala Asn
5

Ile Val Asp Asp Leu
20

Val Arg Ser Pro Asn
35

Gln Asn Ala Phe Ala
50

Ser Thr Thr

Arg Pro Ser

Ile Asp Gln

Gln Gln Ala

55

40

25

54

Asp Ala Leu
10

Leu Gly Cys

Leu Ala Ser

Val Cys Ala
60

Asn Val Leu Leu
15

Tyr Gly Asp Lys
30

His Ser Leu Leu
45

Pro Ser Arg Val



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ser

65

Asn

Tyr

His

Ser

Thr

145

Val

Thr

Pro

Tyr

Ala

225

Pro

Ser

Gln

Leu

Ala
305

Phe

Ser

Phe

Pro

Phe

130

Cys

Asp

Glu

Phe

Pro

210

Pro

Trp

val

Ser

Leu

290

Phe

Leu

Tyr

Lys

Gly

115

Pro

Arg

Val

Gln

Phe

195

Lys

Asp

Met

Pro

Tyr

275

Ser

Thr

Thr

Trp

Glu

100

Ile

Pro

Gly

Leu

Ala

180

Leu

Glu

Pro

Asp

Tyr

260

Phe

Ala

Ser

Gly

Arg

85

Asn

Ser

Tyr

Pro

Asp

165

Ile

Ala

Phe

Glu

Ile

245

Gly

Ala

Leu

Asp

ES 2 895655 T3

Arg
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Val

Gly
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Val
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Val
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Arg

Pro

Ser

Asp

His
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Arg
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Gly
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Leu

Gly
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Val
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Ser Tyr
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Ser
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Phe Pro

Gly Arg
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Phe Arg
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Tyr Ser
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Phe
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién a base de solucion salina o tampén que comprende 10 mg/ml o mas de iduronato-2-sulfatasa (12S)
para su uso en un método de tratamiento del sindrome de Hunters en un sujeto en donde dicho método comprende
administrar directamente dicha formulaciéon en el liquido cefalorraquideo de dicho sujeto mediante administraciéon
intraparenquimatosa, intracerebral, intraventricular cerebral (ICV) o intratecal (IT).

2. La formulacion a base de solucién salina o tampdn para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la
formulacion a base de solucién salina o tampon comprende ademas un agente tampdn seleccionado del grupo que
consiste en fosfato, acetato, histidina, succinato, Tris y combinaciones de los mismos.

3. La formulacion a base de solucion salina o tampén para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el
agente tampén es fosfato, opcionalmente en la que el fosfato esta presente en una concentracion:

(i) no mayor de 50 mM, y/o
(ii) no mayor de 20 mM.

4. La formulacién a base de solucion salina o tampoén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que la proteina 12S esta presente en una concentracion seleccionada de 10 mg/ml, 30 mg/ml, 50
mg/ml o 100 mg/ml.

5. La formulacién a base de solucién salina o tampon para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que la proteina 12S comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

6. La formulacién a base de solucién salina o tampon para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en la que la proteina 12S se produce a partir de:

(i) una linea celular humana, o
(ii) células CHO.

7. La formulacién a base de solucién salina o tampon para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que comprende NaCl en una concentracion que varia de 0 a 300 mM, por ejemplo, 137-154 mM,
opcionalmente en la que el NaCl esta presente a una concentracion de aproximadamente 154 mM.

8. La formulacion a base de solucién salina o tampén para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, que comprende
ademas un tensioactivo de polisorbato.

9. La formulacién a base de solucion salina o tampoén para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el
tensioactivo de polisorbato se selecciona del grupo que consiste de polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60,
polisorbato 80 y una combinacién de los mismos, opcionalmente en donde el tensioactivo de polisorbato es polisorbato
20, opcionalmente en donde el polisorbato 20 esta presente a una concentracién que varia del 0-0,02%, opcionalmente
en donde el polisorbato 20 esta presente a aproximadamente un 0,005%.

10. La formulacién a base de solucién salina o tampoén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la formulacién tiene un pH de 5,5-6,5, en donde opcionalmente la formulacién tiene un pH de
aproximadamente 6,0.

11. La formulacion a base de solucién salina o tampdén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10, en donde la formulacién se reconstituye a partir de una formulacion liofilizada con un diluyente.

12. La formulacién a base de solucién salina o tampoén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la formulacién comprende ademas un agente estabilizante seleccionado del grupo que consiste
de un azucar, un azucar no reductor y/o un aminoacido.

13. La formulacion a base de solucion salina o tampdn para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 12, en donde la administracion intratecal tiene lugar:

(i) una vez cada dos semanas,
(ii) una vez al mes, o
(iii) una vez cada dos meses.

14. La formulacion a base de solucién salina o tampdén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-13, en la que se usa la administracion intratecal:

(a) junto con la administracion intravenosa, opcionalmente en donde la administracion intravenosa no es mas
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frecuente de:

(i) una vez al mes, o
(ii) una vez cada dos meses;

(b) en ausencia de administracion intravenosa; y/o
(c) en ausencia de terapia inmunosupresora concurrente.

15. La formulacién a base de solucién salina o tampoén para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde la formulacién a base de solucion salina o tampdn se proporciona en un recipiente que comprende
una forma de dosificacién Unica, opcionalmente en donde

(a) el recipiente se selecciona de una ampolla, un vial, un cartucho, un depdsito, un lyo-ject o una jeringa
precargada, en donde opcionalmente la jeringa precargada se selecciona de jeringas de vidrio de borosilicato con
revestimiento de silicona horneada, jeringas de vidrio borosilicato con silicona pulverizada o jeringas de resina
plastica sin silicona; y/o

(b) la formulacioén a base de solucién salina o tampoén esta presente en un volumen de menos de:

(i) aproximadamente 50,0 ml, o
(i) aproximadamente 3,0 ml.
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Vehiculo
corteza cerebral

3 dosis 125
corteza cerebral

3 dosis 125
corteza cerebral

Figura 1: 12S IHC demostroé 12S detectado en los neurones (flechas) en la corteza cerebral y
cerebelar incluyendo una capa de células meningeas que cubren la superficie del cerebro
(puntas de flechas) después de inyecciones intratecales de 3 dosis de 12S. La tincién de 12S
IHC en cerebros inyectados con 2 dosis era mas débil (foto no mostrada). No hubo tincién
positiva por 12S en cualquier tipo de células en el cerebro de animales de control de vehiculo.
40X.
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WT Vehiculo 3 dosis 125 .

Corteza
cerebral

Nucleo
caudado

Talamo

Materia
blanca

' Cerebelo

Y, T asad o YRR AT DR N Qe
Figura 2: Inversion de la patologia en el cerebro de ratones IKO después de la inyeccién 125
intratecal-lumbar. Tejidos de cerebros tefiidos con H&E mostraron vacuolas (flechas) en
animales de control de vehiculo. Vacuolacién celular fue reducida en todo el cerebro en
ratones inyectados de 2 dosis (foto no mostrada) y 3 dosis. Una reduccién marcada fue

encontrada en los inyectados con 3 dosis. 40X.
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wT Vehiculo 3 dosis 12S

Figura 3: Como se ha demostrado por tincién inmunohistoquimica de LAMP-1, hubo una
marcada reduccién de actividad lisosomatica en los cerebros después de 2 dosis (foto no
mostrada) y 3 dosis de tratamiento de 12S en comparacién con ratones controlados por
vehiculo. La reduccién se caracteriza por una disminucién en el nimero de células positivas
por LAMP-1 y una intensidad de tincion menor en las regiones en todo el cerebro. 40X
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Area positiva por LAMP

45000 - awr
@ No tratado
40000 1 © Tratado 2X
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Figura 4: Resultado de morfometria de una comparacién del drea positiva media de LAMP-1
entre ratones de tipo silvestre (WT), no tratados con vehiculo e 125 (2 y 3 dosis) en la corteza
cerebra (corteza), niicleo caudado (CP), talamo (TH), materia blanca (WM) y cerebelo (CBL)
confirmé que hubo reducciones significativas en la tincién positiva de LAMP-1 en todas las
dreas del cerebro evaluadas. Los datos se representan como la media + d.e. n? P<0,05; *

P<0,01; ** P<0,001.
Vehiculo 3 dosis 125

Neurones

Oligodendrocitos

Figura 5: Micrografias de electrones de células cerebrales mostraron mejoras patolégicas en
el nivel ultraestructural. Neurones de ratones tratados con vehiculo tenian inclusiones
laminares, estructuras del tipo cuerpo de cebra, y vacuolos que contienen material de
almacenamiento granular (insercién), el cual se habia reducido en ratones inyectados con
12S. Oligodendrocitos de ratones tratados con vehiculo mostraron grandes vacuolos de
almacenamiento de electrones-lucent (flecha) mientras que los oligodendrocitos de ratones
inyectados con 125 tenian minima vacoulacién. Barra de escala: en neurones, 2um; en
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Vehiculo 3 dosis 125

Figura 6: IHC demonstro 12S detectado en células sinusoidales del higado después de
inyecciones intratecales de 3 dosis de 12S. Tincion 2S IHC en 2 higados inyectados con dosis era
mas débil (foto no mostrada). No hubo tincion positiva 12S en el higado de animales
controlados por vehiculo. 40X.

WT Vehiculo 3 dosis 125

.8

H&E

Figura 7: En el higado, vacuolacion severa celular y actividad lisosomatica abnormalmente alta
reveladas por tincion H&E y fuerte inmunotincion LAMP-1 fueron encontradas en animales
controlados por vehiculo en comparacion con los WT. Una marcada reduccion en vacuolacion
celular e inmunotincion LAMP-1 fueron encontradas después del tratamiento intratecal con 3y
2 dosis (foto no mostrada) del tratamiento 12S. La tincion H&E revelo que vacuolizacion
intracitoplasmica desaparecio casi por completo con una estructura celular de higado
sustancialmente normal. H&E, 40X; LAMP-1, 20X.
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A OB WSS W R W M S8 08 % BS SR um 4R SR VR WS W #% AR 88
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Error! No es una auto-referencia de marcador.A Error! No es una auto-referencia de marcador.B
50 mg/mlL, salina pH 6,0 100 mg/mL, salina pH 6,0
% | 3
- ( - l
| . |
- = J ——— _ ) - '] \-.___‘:
TR W R e W R T T SRR TR R E e W R .

Error! No es una auto-referencia de marcador.C grror! No es una auto-referencia de marcador.D

50 mg/mL, salina +5mM NaP04 pH 6,5 100 mg/mL, salina +5mM NaP04 pH 6,5
- | = |
- '( | = ,J
i | . |
| - / |

Error! No es una auto-referencia de marcador.E Error! No es una auto-referencia de marcador.F
100 mg/mL, salina +20mM NaP04 pH 6,0 100 mg/mL, salina +20mM NaP04 pH 6,5
Figura 82 -F: Comparar agregacion por SEC-HPLC para formulaciones de salina y fosfato (todas
con 0,01% polisorbato-20): 1 mes a < -652C (linea negra) y 402C (linea azul)
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100 mg/mL, salina + 20mM NaP04 pH 6,0
Figura 9: Comparar agregacion por Método SEC-HPLC para formulaciones de salina y fosfato

(todas con 0,01% de polisorbato-20): 6 meses a < -652C (linea negra) y 252C (linea azul)
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Figura 9F
100 mg/mL, salina + 20mM NaP04 pH 6,5
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Figura 10C
50 mg/mL, salina + 5 mM NaP04 pH 6,5
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Figura 10E

100 mg/mL, salina + 20 mM NaP04 pH 6,0
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100 mg/mL, salina + 5 mM NaP04 pH 6,5
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Figura 10F

Figuras 10A — F: Comparar agregacion por Método SEC-HPLC para formulaciones de salina y
fosfato (todas con 0,01% de polisorbato-20): 24 meses a < -659C (linea negra) y 2 a 82C (linea

azul)
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Figuras 11: Comparar cargas por Método SAX-HPLC para formulaciones de salina y fosfato (todas con
0,01% de polisorbato-20): linea de base (linea negra) frente a 1 mes a 402C (linea azul)
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Figuras 12: Comparar cargas por Método SAX-HPLC para formulaciones de salina y fosfato (todas con
0,01% de polisorbato-20): linea de base (linea negra) frente a 6 meses a 252C (linea azul)
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Figuras 13: Comparar cargas por Método SAX-HPLC para formulaciones de salina y fosfato (todas con
0,01% de polisorbato-20): linea de base (linea negra) frente a 24 meses a 2 a 82C (linea azul)
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123 45 67 8 9 10

Carril 1: Estandares de proteina plus precision Cat n® 161-0363

Carril 2:
Control de ensayo n21 (0,5%) OV y Ref. (50ng ea.)
Carril 3:
______ Control de ensayo n22 (5%) OV y Ref. (500ng ea.)
250 Carril 4:
Estandar de referencia 1250201G (10ug)
150 e Carril 5:
HE DP04-002-X 50mg/mL en 154 mM NaCl 0,01%P5-20 (10ug)
100 ; Carril 6:
B DP04-002-X 100mg/mL en 154 mM NaCl 0,01%PS-20 (10ug)
Carril 7:
50 DP04-002-X 50mg/mL en 150 mM NaCl SmM Fosfato 0,01% PS20 pH 6,5 (10ug)
ik i Carril 8:
37 — DP04-002-X 100mg/mL en 150 mM NaCl 5mM Fosfato 0,01% PS20 pH 6,5 (10ug)
Carril 9:
25 — DP04-002-X 100mg/mL en 137 mM NaCl 20mM Fosfato 0,01% PS20 pH 6,0 (10ug)
ZE} ik Carril 10:
15 DP04-002-X 100mg/mL en 137 mM NaCl 20mM Fosfato 0,01% PS20 pH 6,5 (10ug)
10

Figuras 14: Comparar SDS-PAGE, tincion de Coomassie para formulaciones de salina y fosfato (todas con
0,01% polisorbato-20) en la linea de base y 1 mes a 402C
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1 23 4 5 6 7 8 910

Carril 1: Estandares de proteina Plus Precision Cat n® 161-
0363
Carril 2: Control de ensayo n21 (0,5%) OV y Ref. (50ng
ea.)
Carril 3: Control de ensayo n®2 (5%) OV y Ref. (500ng ea.)
< Carril 4: Estandar de referencia 1250201G
Carril 5: 50mg/mL en 154 mM NaCl 0,01%PS-20
Carril 6: 100mg/mL en 154 mM NaCl 0,01%PS-20
Carril 7: 50mg/mL en 150 mM NaCl 5mM Fosfato 0,01%
. PS20 pH 6,5

g Carril 8: 100mg/mL en 150 mM NaCl SmM Fosfato 0,01%
PS20 pH 6,5
Carril 9: 100mg/mL en 137 mM NaCl 20mM Fosfato
0,01% PS20 pH 6,0
& Carril 10: 100mg/mL en 137 mM NaCl 20mM Fosfato
§ 0,01% PS20 pH 6,5

€
.
H
E

Figura 15A: 6 meses @ 252C

1 23 45 6 7 8 910

— s Carril 1: Estandares de proteina Plus Precision Cat n? 161-
0363

Carril 2: Control de ensayo n21 (0,5%) OV y Ref. (50ng
ea.)

Carril 3: Control de ensayo n22 (5%) OV y Ref. (500ng ea.)

Carril 4: Estandar de referencia 1250201G

Carril 5: 50mg/mL en 154 mM NacCl 0,01%PS-20

Carril 6: 100mg/mL en 154 mM NaCl 0,01%PS-20

i Carril 7: 50mg/mL en 150 mM NaCl 5mM Fosfato 0,01%
i PS20 pH 6,5
3 i Carril 8: 100mg/mL en 150 mM NaCl SmM Fosfato 0,01%
Bidin PS20 pH 6,5
Carril 9: 100mg/mL en 137 mM NaCl 20mM Fosfato

3% : 0,01% PS20 pH 6,0

_ L Carril 10: 100mg/mL en 137 mM NaCl 20mM Fosfato
i 0,01% PS20 pH 6,5

Figura 15B: 16 meses @ 2-82C
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Figura 20: Neurones positivos por 125 y células gliales, junto con células meningeas, dentro de
la capa | del cerebelo en un animal de grupo de tratamiento de 30 mg. 40X

Figura 21: Neurones positivos por 125 y células gliales, junto con células perivasculares, dentro
de la capa lll del cerebro en un animal de grupo de tratamiento de 30 mg. 40X
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Figura 22: Neurones positivos por 12S y células gliales, dentro de la capa VI del cerebelo junto a
la matera blanca en un animal de grupo de tratamiento de 30 mg. 40X

Figura 23: Tincion de 12S fuertemente positiva en los neurones (cerebro) de un animal de
grupo de tratamiento de 150 mg. 100X
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Figura 24: Inmunotincion de la médula espinal cervical en un grupo de tratamiento de 150 mg.
4X

Figura 25: Inmunotincion fuerte 12S en la médula espinal lumbar de un grupo de tratamiento
de 150 mg. 4X
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Figura 26: Inmunotincion fuertemente positivo 125 en las células meningeas, células gliales, y
epi/peri/endoneurio (células conectivas) se encontro en la seccion lumbar de un grupo de
tratamiento de 150 mg. 40X

Figura 27: Los neurones en la médula espinal lumbar de un grupo de tratamiento de 150 mg
fueron fuertemente positivos por 125. 40X
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Figura 28: Higado de un animal del grupo de tratamiento de 3 mg. Solo células sinusoidales
eran positivas por 12S. 40X

Figura 29: Higado de un animal del grupo de tratamiento de 30 mg. Células sinusoidales y
hepatocitos eran fuertemente positivas por 12S. 40X
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Figura 30: Higado de un animal del grupo de tratamiento de 100 mg. La inmunotincion 125 era
mucho mas fuerte en las células sinusoidales y los hepatocitos. 40X

Figura 31: Higado de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg. La tincion 12S
fuertemente positivo fue identificada en células sinusoidales y hepatocitos. 40X
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Figura 32: Corazon de un animal del grupo de tratamiento de 3 mg. La inmunotincion era
negativa. 40X

Figura 33: Corazon de un animal del grupo de tratamiento de 30 mg. Las ininterstitiales eran
positivas por 12S. 40X
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Figura 34: Corazén de un animal del grupo de tratamiento de 100 mg. Tincidn positiva de
células interstitiales por 12S. 40X

Figura 35: Corazon de un animal del grupo de tratamiento de 150 mg. Tincion fuertemente
positiva de células interstitiales por 12S. 40X
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Figura 36: Rifion para animal de grupo de tratamiento de 3 mg. La inmunotincion 12S era
negativa. 40X

Figura 37: Rifion para animal de grupo de tratamiento de 30 mg. Las células glomerulares e
interstitiales eran positivas por 12S.
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Figura 38: Rifidén de un animal de grupo de tratamiento de 100 mg. Tincién aumentada de
células glomerulares e interstitiales eran por 12S. 40X

Figura 39: Rifion de un animal de grupo de tratamiento de 150 mg. Tincién positiva 12S de
células proximales tubulares, glomerulares e interstitiales. 40X
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Figura: 40
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Figura 458

91



ES 2 895655 T3

Figura 45C

Figura45D
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Figura48
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Componentes puerto A y dimensiones
A - septa B - tubo de salida, C - agujero de sutura

Catéter con alambre de guia

Figura 50

Puerto-A-Cat sistema de acceso implantable intratecal de bajo perfil

Figuras]
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Figuras2
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Figura 53

99



ES 2895655 T3

[25-KO- idursulfasa

125-KO- vehiculo

Tipo silvestre

P,Célula purkinje

Figura 54: Efecto de vacuolizacion después de una sola inyeccion intra-cerebral de idursulfasa
en neurones (células Purkinje)
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Figura 55: Actividad 12S en el cerebro por dosis y region.
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Capa | (superficie) Capa lll Capa Vi
(al lado de la materia blanca)

Neurones positivos por 125, células gliales, y células meningeas fueron encontrados dentro de la capa | (panel A),
capa lll (panel B) y capa VI (panel C) del cerebro. Este animal estaba en el grupo de dosis de 30 mg. (40X
magnificacion)

Grupo de dosis de 30 mg. Magnificacion original = 40X.

idursulfasa en diferentes profundidades de la

imica de

ion inmunohistoloqu

Locali
corteza cerebral

Figura 56
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Figura 57: Actividad de 125 en la médula espinal de un mono después de la dosificacion
intratecal con idursulfasa.
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Figura 58: Actividad 12S en higado, corazon, y rifion depsués de la dosificacion con idursulfasa
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Revision

Revision

10 mg, 6 meses;
30 mg, 6 imeses

_ 100 mg, 6 iImeses

Sin tratamiento

PP ST A BT

Figura 59: Incremento esquematico en un ensayo Hunter-IT
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Concentracion media de grupo en suero (ng/mL)

ES 2895655 T3

Concentraciones de suero 12S

-~ 1V, 0.5 mg/kg (n=4)
-~ T, 1.0 mg (n=4)
-+ |T, 10 mg (n=4)
-+~ |T, 30 mg (n=4)

.
——
——

Tiempo (horas)

Figura 61
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IV (1
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mq)

ICV (3
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Figuras2

108



ES 2895655 T3

P Pasador
\ Perillas
— ‘. /, /
7N R - / i
i\ /} J S o ojlco )
- ) .......................................................... 1\‘\ ............................ N ST S——
/ / / ‘\\\‘_ N
- S Cateter Anillo suturado ajustabl.e
‘I sobre las notas mantenidas
Puerto

Figuraess

109



Bucle de

catéter

IT-L

Punta de
catéter

ES 2895655 T3

Puerto  aguja Puerto
IT-L (contraste .
. de inyeccion) IT-CM Insercion
- IT-CM
Insercién
de catéter
IT-CM
Punta de Insercién
catéter de catéter
IT-L IT-L
Figura 64A
Tubo de | Septo de
catéter Ventanajes ouerto

en punta

Figura 64B
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