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DESCRIPCION
Alfa-glucosidasa acida aumentada para el tratamiento de la enfermedad de Pompe
Campo

La presente invencién proporciona una combinacién de a-glucosidasa acida humana recombinante y miglustat para
uso en el tratamiento de la enfermedad de Pompe.

Antecedentes

La enfermedad de Pompe, también conocida como deficiencia de maltasa acida o glucogenosis tipo Il, es uno de
diversos trastornos de almacenamiento lisosémico. Los trastornos de almacenamiento lisosémico son un grupo de
enfermedades genéticas autosémicas recesivas caracterizadas por la acumulacién de glucoesfingolipidos, glucégeno
o mucopolisacaridos celulares dentro de los compartimientos intracelulares denominados lisosomas. Los individuos
con estas enfermedades tienen genes mutantes que codifican enzimas que presentan defectos al momento de
catalizar la hidrélisis de una 0 mas de estas sustancias, que después se acumulan en los lisosomas. Otros ejemplos
de trastornos lisosémicos incluyen la enfermedad de Gaucher, la Gwi-gangliosidosis, la fucosidosis, las
mucopolisacaridosis, la enfermedad de Hurler-Scheie, las enfermedades de Niemann-Pick A y B y la enfermedad de
Fabry. La enfermedad de Pompe también se clasifica como una enfermedad neuromuscular o una miopatia metabdlica.

Se estima que la enfermedad de Pompe aparece en aproximadamente 1 de 40.000 nacimientos, y es causada por
una mutacién en el gen GAA, que codifica la enzima a-glucosidasa lisosémica (EC:3.2.1.20), también cominmente
conocida como a-glucosidasa acida. La a-glucosidasa acida participa en el metabolismo del glucégeno, un polisacarido
ramificado que es la principal forma de almacenamiento de glucosa en animales, al catalizar su hidrélisis en glucosa
dentro de los lisosomas. Dado que los individuos con enfermedad de Pompe producen a-glucosidasa acida mutante,
defectuosa que es inactiva o tiene actividad reducida, la descomposicion del glucégeno se produce lentamente o no
se produce, y el glucogeno se acumula en los lisosomas de varios tejidos, particularmente en musculos estriados, lo
que conduce a un amplio espectro de manifestaciones clinicas, que incluyen la debilidad muscular progresiva y la
insuficiencia respiratoria. Los tejidos tales como los musculos cardiacos y esqueléticos se ven particularmente
afectados. La enfermedad de Pompe puede variar ampliamente en el grado de deficiencia enzimatica, en la gravedad
y la edad de aparicion, y se han identificado mas de 500 mutaciones diferentes en el gen GAA, muchas de las cuales
causan sintomas de la enfermedad con gravedad variable. La enfermedad se ha clasificado en grandes tipos: aparicion
temprana o infantil y aparicién tardia. La aparicion temprana de la enfermedad y la actividad enzimatica mas baja
generalmente se asocian con una evolucion clinica mas grave. La enfermedad de Pompe infantil es la mas grave,
causada por la deficiencia completa o casi completa de la a-glucosidasa acida y se presenta con sintomas que incluyen
la falta grave de tono muscular, debilidad, higado y corazén agrandados y cardiomiopatia. La lengua puede agrandarse
y sobresalir, y puede dificultar la deglucién. La mayoria de los nifios afectados muere por complicaciones respiratorias
o cardiacas antes de los dos afios. La enfermedad de Pompe de aparicién tardia puede presentarse a cualquier edad
después de los 12 meses y se caracteriza por una ausencia de afectacion cardiaca y mejor pronostico a corto plazo.
Los sintomas se relacionan con la disfuncién progresiva del muasculo esquelético e implican debilidad muscular
generalizada y deterioro progresivo de los muisculos respiratorios en el tronco, las extremidades inferiores proximales
y el diafragma. Algunos pacientes adultos carecen de sintomas graves o limitaciones motrices. El pronéstico
generalmente depende de la medida en que estan afectados los musculos respiratorios. La mayoria de los sujetos
con enfermedad de Pompe eventualmente avanza hasta una debilidad fisica que requiere el uso de una silla de ruedas
y ventilacién asistida, a menudo se produce la muerte prematura debido a insuficiencia respiratoria.

Las opciones de tratamiento recientes para la enfermedad de Pompe incluyen terapia de reemplazo enzimatico (ERT,
por sus siglas en inglés) con a-glucosidasa acida humana recombinante (rhGAA, por sus siglas en inglés). Los
productos de rhGAA convencionales se conocen con el nombre alglucosidasa alfa, Myozyme® o Lumizyme®;
Genzyme, Inc. La ERT es un tratamiento crénico necesario a lo largo de toda la vida del paciente e implica administrar
la enzima de reemplazo mediante infusién intravenosa. La enzima de reemplazo después se transporta en la
circulacién e ingresa a los lisosomas dentro de las células, donde actia para descomponer el glucégeno acumulado,
compensar la actividad deficiente de la enzima mutante defectuosa endégena y, por lo tanto, aliviar los sintomas de
la enfermedad. En sujetos con enfermedad de Pompe infantil, el tratamiento con alglucosidasa alfa ha demostrado
que mejora significativamente la supervivencia en comparacion con los testigos histéricos, y en la enfermedad de
Pompe de aparicion tardia, la alglucosidasa alfa ha demostrado tener un efecto estadisticamente significativo, aunque
modesto, sobre la prueba de marcha de 6 minutos (6BMWT, por sus siglas en inglés) y la capacidad vital forzada (FVC,
por sus siglas en inglés) en comparacién con un placebo.

Sin embargo, la mayoria de los sujetos permanece estable o continla deteriordndose mientras se somete al
tratamiento con alglucosidasa alfa. El motivo del aparente efecto no 6ptimo de la ERT con alglucosidasa alfa no esta
claro, pero podria deberse en parte a la naturaleza progresiva de la patologia muscular subyacente, o al escaso
direccionamiento al tejido de la ERT actual. Por ejemplo, la enzima administrada por infusién no es estable a pH neutro,
incluido el pH del plasma (aproximadamente pH 7.4), y puede inactivarse de manera irreversible dentro de la
circulacion. Ademas, la alglucosidasa alfa administrada por infusién exhibe una captacién insuficiente en musculos
clave relevantes para la enfermedad, posiblemente debdo a la glicosilacion inadecuada con residuos manosa-6-fosfato
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(M6P). Dichos residuos se unen a receptores de manosa-6-fosfato independientes de catién (CIMPR, por sus siglas
en inglés) en la superficie celular, lo que permite que la enzima ingrese a la célula y a los lisosomas dentro. Por lo
tanto, pueden ser necesarias dosis elevadas de la enzima para el tratamiento eficaz, de modo que una cantidad
adecuada de enzima activa pueda llegar a los lisosomas, 10 que vuelve a la terapia costosa y prolongada.

Ademas, los pacientes con enfermedad de Pompe a menudo presentan desarrollo de anticuerpos neutralizantes anti-
a-glucosidasa acida humana recombinante, debido a la exposicién repetida al tratamiento. Dichas respuestas
inmunitarias pueden reducir en gran medida la tolerancia de los pacientes al tratamiento. La ficha técnica del producto
en los EE. UU. para alglucosidasa alfa incluye una advertencia en recuadro negro con informacién sobre el posible
riesgo de reaccion alérgica. Se han observado reacciones anafilacticas potencialmente mortales, incluido el choque
anafilactico, en sujetos tratados con alglucosidasa alfa.

Se encuentra en curso el desarrollo de una ERT de ultima generacién que resuelva estas deficiencias. En una
estrategia, las enzimas recombinantes se pueden coadministrar con chaperonas farmacolégicas que pueden inducir
o estabilizar una conformacién adecuada de la enzima, para prevenir o reducir la degradacién de la enzima y/o su
pliegue incorrecto en una forma inactiva, sea in vitro (por ejemplo, durante el almacenamiento antes de la
administracién) o in vivo. Dicha estrategia se describe en las Publicaciones de solicitud de patente internacionales
nims. WO 2004/069190, WO 2006/125141, WO 2013/166249 y WO 2014/014938.

Se han descrito los resultados de los ensayos clinicos de la coadministracion de alglucosidasa alfa con miglustat a
pacientes con enfermedad de Pompe. En un ensayo clinico llevado a cabo en 13 sujetos con enfermedad de Pompe
(3 con aparicién temprana (infantil) y 10 con aparicion tardia) en 4 centros de tratamiento en ltalia, se administraron
20 a 40 mg/kg de alglucosidasa alfa sola y después coadministrada con 4 dosis de 80 mg de miglustat. Los resultados
del estudio mostraron un aumento medio de 6,8 veces en la exposicion a la actividad de a-glucosidasa acida (medido
mediante el parametro farmacocinético AUC (area debajo de la curva de concentracién frente al tiempo)) para la
coadministracién en comparacion con alglucosidasa alfa sola (Parenti, G., G. Y, et al. (2015). "Lysosomal Storage
Diseases: Desde Pathophysiology to Terapia". Annu. Rev. Med. 66(1): 471-486). Ademas, un estudio llevado a cabo
en la Universidad de Florida evalu6 la farmacocinética (PK) del miglustat en plasma cuando se coadministra con la
infusién intravenosa de alglucosidasa alfa en sujetos con enfermedad de Pompe (Doerfler, P. A., J. S. Kelley, et al.
(2014). "Pharmacological chaperones prevent the precipitation of rhGAA by anti-GAA antibodies during enzyme
replacement therapy". Mol. Genet. Metab. 111 (2): S38).

Sin embargo, permanece la necesidad de mejoras adicionales en la terapia de reemplazo enzimatico para el
tratamiento de la enfermedad de Pompe. Por ejemplo, seria deseable contar con nuevas enzimas a-glucosidasa acida
humanas recombinantes que puedan tener una o mas ventajas con respecto a las enzimas usadas en la actualidad,
incluidas, pero sin limitarse a, mejor captacién en tejido, mejor actividad enzimatica, mejor estabilidad o
inmunogenicidad reducida.

Compendio

La presente invencién proporciona una composicion que comprende moléculas de a-glucosidasa acida humana
recombinante (rhGAA) para uso en el tratamiento de la enfermedad de Pompe en combinacion con miglustat en un
paciente que lo necesita;

en donde el paciente tiene experiencia en terapia de reemplazo enzimatico (ERT);

en donde la composicién se administra por via intravenosa en una dosis de 5 mg/kg a 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral en una dosis de 260 mg o 130 mg;

en donde las moléculas de rhGAA se producen en células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en inglés),
las moléculas de rhGAA comprenden siete sitios de N-glicosilacion potenciales, 40 %-60 % de los N-glicanos en las
moléculas de rhGAA son N-glicanos de tipo complejo, y al menos 50 % de las moléculas de rhGAA llevan una unidad
de bis-manosa-6-fosfato (bis-M6P, por sus siglas en inglés) en el primer sitio de N-glicosilacion potencial.

Breve descripcion de los dibujos

Otras caracteristicas de la presente invencion seran evidentes a partir de la descripcién escrita que figura a
continuacion y las figuras adjuntas, en las que:

la Figura 1 es un grafico que muestra el porcentaje de proteina ATB200 mal plegada en varios valores de pH y en la
presencia y ausencia de miglustat con respecto a la temperatura;

las Figuras 2A y 2B, respectivamente, muestran los resultados de la cromatografia de afinidad CIMPR de Lumizyme®
y Myozyme®. Las lineas punteadas hacen referencia al gradiente de elucién de M6P. La elucién con M6P desplaza
las moléculas de GAA unidas a través de un glicano que contiene M6P a CIMPR. Como se muestra en la

Figura 2A, el 78 % de la actividad de GAA en Lumizyme® se eluyo antes de la adicién de M6P. La Figura 2B muestra
que el 73 % de la actividad de GAA Myozyme® se eluy6 antes de la adicién de M6P. Solo 22 % 0 27 % de la rhGAA
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en Lumizyme® o Myozyme®, respectivamente, se eluyé con M6P. Estas figuras muestran que gran parte de la rhGAA
en estos dos productos convencionales de rhGAA carecen de glicanos que tienen M6BP necesaria para la captacion
celular y el direccionamiento lisosémico.

La Figura 3 muestra una construccion de ADN para transformar células CHO con ADN que codifica rhGAA. Las células
CHO se transformaron con una construccién de ADN que codifica rhGAA.

Las Figuras 4A y 4B, respectivamente, muestran los resultados de la cromatografia de afinidad CIMPR de rhGAA
Myozyme® y ATB200. Como se evidencia a partir de la Figura 4B, aproximadamente 70 % de la rhGAA en la rhGAA
ATB200 contenia M6P.

Las Figuras 5A y 5B muestran los resultados de la cromatografia de afinidad CIMPR de rhGAA ATB200 con y sin
captura en una columna de intercambio anionico (AEX).

La Figura 6 muestra perfiles de elucion con Polywax de las rhGAA Lumizyme® y ATB200.

La Figura 7 muestra un resumen de estructuras de N-glicano de Lumizyme® en comparacion con tres preparaciones
diferentes de rhGAA ATB200, identificadas como BP-rhGAA, ATB200-1 y ATB200-2.

Las Figuras 8A-8H muestran los resultados de un analisis de N-glicosilacién especifica para un sitio de rhGAA ATB200.

La Figura 9A compara la afinidad de unién por CIMPR de la rhGAA ATB200 (marca a la izquierda) con la de
Lumizyme® (marca a la derecha).

La Figura 9B compara el contenido de Bis-M6P de las rhGAA Lumizyme® y ATB200.

La Figura 10A compara la actividad de la rhGAA ATB200 (marca a la izquierda) con la actividad de la rhGAA
Lumizyme® (marca a la derecha) dentro de fibroblastos normales en varias concentraciones de GAA.

La Figura 10B compara la actividad de la rhGAA ATB200 (marca a la izquierda) con la actividad de la rhGAA
Lumizyme® (marca a la derecha) dentro de fibroblastos de un sujeto que tiene enfermedad de Pompe en varias
concentraciones de GAA.

La Figura 10C compara la (Kcaptacion) de fibroblastos de sujetos normales y sujetos con enfermedad de Pompe.

La Figura 11 es un grafico que muestra la bondad de ajuste de un modelo de farmacocinética poblacional (PK) para
ATB200;

la Figura 12 es un grafico que muestra los perfiles de concentracién en plasma-tiempo normalizados con respecto a
la dosis de miglustat y duvoglustat;

la Figura 13A es un grafico que muestra la bondad de ajuste de un modelo de PK poblacional para duvoglustat en
plasma;

la Figura 13B es un grafico que muestra la bondad de ajuste de un modelo de PK poblacional para duvoglustat en
tejido muscular;

la Figura 14 es un grafico que muestra la bondad de ajuste de un modelo de PK poblacional para miglustat;

la Figura 15 es un grafico que muestra el perfil de concentracién-tiempo previsto que resulta de la infusion de una
Unica dosis intravenosa (V) de 20 mg/kg de ATB200 en humanos en un periodo de 4 h;

la Figura 16A es un grafico que muestra la cantidad de glucogeno con respecto a la dosis de a-glucosidasa acida
humana recombinante en musculo cardiaco de ratén después del contacto con vehiculo (testigo negativo), con 20
mg/kg de alglucosidasa alfa (Lumizyme®) o con 5, 10 o0 20 mg/kg de ATB200;

la Figura 16B es un grafico que muestra la cantidad de glucogeno con respecto a la dosis de a-glucosidasa acida
humana recombinante en musculo de cuadriceps de raton después del contacto con vehiculo (testigo negativo), con
20 mg/kg de alglucosidasa alfa (Lumizyme®) o con 5, 10 0 20 mg/kg de ATB200;

la Figura 16C es un grafico que muestra la cantidad de glucégeno con respecto a la dosis de a-glucosidasa acida
humana recombinante en musculo de triceps de ratdon después del contacto con vehiculo (testigo negativo), con 20
mg/kg de alglucosidasa alfa (Lumizyme®) o con 5, 10 o0 20 mg/kg de ATB200;

la Figura 17 es un grafico que representa la relacién entre los niveles de glucégeno en ratones tratados con dosis
variables de miglustat en presencia de ATB200 y los niveles de glucégeno en ratones tratados con ATB200 sola con
respecto a la relacién entre el valor de AUC de miglustat y el valor de AUC de ATB200;

la Figura 18 es un grafico que muestra el perfil de concentracion-tiempo previsto de miglustat en plasma después de
la dosificacién repetida de dosis de 466 mg, 270 mg y 233 mg de miglustat;
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la Figura 19 es un grafico que muestra el perfil de concentracion-tiempo previsto de miglustat en lisosomas de tejido
después de la dosificacion repetida de dosis de 466 mg, 270 mg y 233 mg de miglustat;

la Figura 20 es una serie de microfotografias de corazén, diafragma y musculo séleo de ratones naturales y con Gaa
inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de miglustat, que muestra
niveles de proteina de membrana asociada a lisosoma (LAMP1, por sus siglas en inglés);

la Figura 21 es una serie de microfotografias de corazén y musculo séleo de ratones naturales y con Gaa inactivada
tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de miglustat, que muestra niveles de
glucoégeno mediante tincién con reactivo acido peryddico Schiff (PAS, por sus siglas en inglés);

la Figura 22 es una serie de microfotografias (1000x) de musculo de cuadriceps de ratones naturales y con Gaa
inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de miglustat, tefiido con azul
de metileno para mostrar las vacuolas (indicadas mediante flechas);

la Figura 23 es una serie de microfotografias (400x) de musculo de cuadriceps de ratones naturales y con Gaa
inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de miglustat, que muestran
niveles de los marcadores de autofagia conjugado de proteina 1A/1B asociada a microtubulo-fosfatidiletanolamina 3
de cadena ligera (LC3A 1) y p62, el transportador de glucosa dependiente de insulina GLUT4 y el transportador de
glucosa independiente de insulina GLUT1;

las Figuras 24A-24D son graficos que muestran los perfiles de concentracion-tiempo de la actividad de GAA en plasma
en sujetos humanos después de la dosificacién de 5, 10 0 20 mg/kg de ATB200, o 20 mg/kg ATB200 y 130 o0 260 mg
de miglustat;

las Figuras 25A-25D son graficos que muestran los perfiles de concentracion-tiempo de la proteina total de GAA en
plasma en sujetos humanos después de la dosificacion de 5, 10 o0 20 mg/kg ATB200, 20 mg/kg de ATB200 y 130 mg
de miglustat, 0 20 mg/kg ATB200 y 260 mg de miglustat;

la Figura 26 es un grafico que muestra los perfiles de concentracién-tiempo de miglustat en plasma en sujetos humanos
después de la dosificacion de 130 mg o 260 mg de miglustat;

la Figura 27 es una serie de microfotografias inmunofluorescentes de los niveles de GAA y LAMP1 en fibroblastos
naturales y con Pompe;

la Figura 28 es una serie de microfotografias de fibras musculares de ratones naturales y con Gaa inactivada que
muestran los niveles de distrofina, a- y B-distroglicano y disferlina;

las Figuras 29A y 29B son una serie de microfotografias (200x) de fibras musculares del recto femoral (RF, por sus
siglas en inglés) y basto lateral/basto medial (VL/ML, por sus siglas en inglés) de ratones naturales y con Gaa
inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de miglustat, que muestra
sefiales de IHC de LAMP1;

las Figuras 30A y 30B son una serie de microfotografias (200x) de fibras musculares de RF y VL/ML de ratones
naturales y con Gaa inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de
miglustat, que muestra sefiales de IHC de LC3 II;

las Figuras 31A y 31B son una serie de microfotografias (200x) de fibras musculares de RF y VL/ML de ratones
naturales y con Gaa inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de
miglustat, que muestra sefiales de IHC de disferlina;

las Figuras 32A-32D son graficos que muestran niveles de glucégeno en células de cuadriceps, triceps, gastrocnemio
y corazén de ratones naturales y con Gaa inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia
y ausencia de miglustat;

las Figuras 33A y 33B son graficos que muestran datos de resistencia muscular de agarre y con alambre de ratones
naturales y con Gaa inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de
miglustat;

las Figuras 34A-34G son graficos que muestran niveles de glucégeno en células de cuadriceps, triceps y corazén de
ratones naturales y con Gaa inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia
de miglustat;

la Figura 35 es una serie de microfotografias de fibras musculares de VL/ML de ratones naturales y con Gaa inactivada
tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de miglustat, que muestra sefiales de IHC
de LAMP1, LC3 y disferlina;
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la Figura 36 es un grafico que muestra los perfiles de concentracidon-tiempo de la actividad de GAA en plasma en
ratones con Gaa inactivada después de la administracion de dos lotes de ATB200 que tienen diferente contenido de
acido sialico;

las Figuras 37A-37D son graficos que muestran niveles de glucégeno en células de cuadriceps, triceps, gastrocnemio
y corazoén de ratones naturales y con Gaa inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200;

la Figura 38 es un grafico que muestra los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) en pacientes humanos después
de la administracion de dosis ascendentes de ATB200 (5, 10 y 20 mg/kg) con posterior coadministracion de ATB200
(20 mg/kg) y miglustat (130 y 260 mg);

la Figura 39 es un grafico que muestra los niveles de aspartato aminotransferasa (AST) en pacientes humanos
después de la administracién de dosis ascendentes de ATB200 (5, 10 y 20 mg/kg) con posterior coadministracion de
ATB200 (20 mg/kg) y miglustat (130 y 260 mg);

la Figura 40 es un grafico que muestra los niveles de creatina fosfocinasa (CPK) en pacientes humanos después de
la administracion de dosis ascendentes de ATB200 (5, 10 y 20 mg/kg) con posterior coadministracién de ATB200 (20
mg/kg) y miglustat (130 y 260 mg);

la Figura 41 es un grafico que muestra los niveles promedio de ALT, AST y CPK en pacientes humanos después de
la administracion de dosis ascendentes de ATB200 (5, 10 y 20 mg/kg) con posterior coadministracién de ATB200 (20
mg/kg) y miglustat (130 y 260 mg); y

la Figura 42 es una serie de microfotografias (100x y 200x) de fibras musculares de basto lateral (VL) de ratones
naturales y con Gaa inactivada tratados con vehiculo, alglucosidasa alfa y ATB200 en presencia y ausencia de
miglustat, que muestra sefiales de distrofina.

Definiciones

Los términos usados en la presente memoria descriptiva tienen generalmente sus significados habituales en la técnica,
dentro del contexto de la presente invencién y en el contexto especifico en el que se usa cada término. Ciertos términos
se describen mas adelante, o en otras secciones de la memoria descriptiva, para proporcionar una guia adicional al
profesional sanitario.

En la presente memoria descriptiva, excepto cuando el contexto requiera de cualquier otra manera debido al lenguaje
expreso 0 una implicacion necesaria, la palabra "comprende"”, o variaciones tales como "comprenden" o "que
comprende/n", se usa con sentido inclusivo, es decir, para especificar la presencia de los rasgos mencionados, pero
no impide la presencia o adicion de rasgos adicionales en varias realizaciones de la invencion.

Segun se usa en la presente memoria, el término "enfermedad de Pompe", también denominada deficiencia de maltasa
acida, enfermedad de almacenamiento de glucogeno tipo Il (GSDII) y glucogenosis tipo I, pretende hacer referencia
a un trastorno de almacenamiento lisosémico genético caracterizado por mutaciones en el gen GAA, que codifica la
enzima a-glucosidasa acida humana. El término incluye, pero no se limita a, las formas de aparicién temprana y tardia
de la enfermedad que incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de Pompe de aparicion infantil, juvenil y adulta.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "a-glucosidasa acida" haga referencia a una enzima
lisosomica que hidroliza los enlaces a-1,4 entre las unidades de D-glucosa de glucégeno, maltosa e isomaltosa. Los
nombres alternativos incluyen, pero no se limitan a, a-glucosidasa lisosémica (EC:3.2.1.20); glucoamilasa; 1,4-a-D-
glucano glucohidrolasa; amiloglucosidasa; gamma-amilasa y exo-1,4-a-glucosidasa. La a-glucosidasa acida humana
esta codificada por el gen GAA(ldent. de gen del National Centre for Biotechnology Information (NCBI) 2548), que se
ha mapeado en el brazo largo del cromosoma 17 (ubicacion 17g25.2-q25.3). En la actualidad, se han identificado mas
de 500 mutaciones en el gen GAA humano, muchas de las cuales se asocian con la enfermedad de Pompe. Las
mutaciones provocan el pliegue incorrecto o el procesamiento incorrecto de la enzima a-glucosidasa acida incluidas
T1064C (Leu355Pro) y C2104T (Arg702Cys). Ademas, las mutaciones en GAA que afectan la maduracién y el
procesamiento de la enzima incluyen Leu405Pro y Met519Thr. El hexapéptido WIDMNE conservado en los residuos
aminoacidicos 516-521 es necesario para la actividad de la proteina a-glucosidasa acida. Segin se usan en la
presente memoria, se pretende que la abreviatura "GAA" haga referencia a la enzima a-glucosidasa acida, mientras
que se pretenden que la abreviatura en cursiva "GAA" haga referencia al gen humano que codifica la enzima a-
glucosidasa acida humana. Se pretende que la abreviatura en cursiva "Gaa" haga referencia a genes no humanos que
codifican enzimas a-glucosidasas acidas no humanas, incluidos, pero sin limitarse a, genes de rata o raton, y se
pretenden que la abreviatura "Gaa" haga referencia a enzimas a-glucosidasas acidas no humanas. Por lo tanto, se
pretende que la abreviatura "rhGAA" haga referencia a la enzima a-glucosidasa acida humana recombinante.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "alglucosidasa alfa" haga referencia a una a-
glucosidasa acida humana recombinante identificada como [199-arginina,223-histidina]prepro-a-glucosidasa
(humana); Numero de registro de Chemical Abstracts 420794-05-0. La alglucosidasa alfa ha recibido la aprobacién
para la comercializacién en los Estados Unidos de Genzyme, a partir del 1° de octubre de 2014, como los productos
Lumizyme® y Myozyme®.
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Segln se usa en la presente memoria, se pretende que el término "ATB200" haga referencia a una a-glucosidasa
acida humana recombinante descrita en la solicitud de patente copendiente PCT/US2015/053252.

Segln se usa en la presente memoria, se pretende que el término "glicano" haga referencia a una cadena de
polisacarido unida covalentemente a un residuo aminoacidico en una proteina o polipéptido. Seguin se usa en la
presente memoria, se pretende que el término "N-glicano" o "glicano enlazado a N" haga referencia a una cadena de
polisacarido acoplada a un residuo aminoacidico en una proteina o polipéptido a través de union covalente a un atomo
de nitrégeno en el residuo aminoacidico. Por ejemplo, se puede unir covalentemente un N-glicano al atomo de
nitrogeno de la cadena lateral de un residuo asparagina. Los glicanos pueden contener una o varias unidades de
monosacarido, y las unidades de monosacarido se pueden enlazar covalentemente para formar una cadena lineal o
una cadena ramificada. En al menos una realizacion, las unidades de N-glicano acopladas a ATB200 pueden
comprender una o mas unidades de monosacarido, cada una seleccionada independientemente de N-
acetilglucosamina, manosa, galactosa o acido sialico. Las unidades de N-glicano en la proteina se pueden determinar
mediante cualquier técnica analitica apropiada, tal como espectrometria de masas. En algunas realizaciones, las
unidades de N-glicano se pueden determinar mediante cromatografia de liquidos-espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS, por sus siglas en inglés) al utilizar un instrumento tal como el espectrémetro de masas Thermo Scientific
Orbitrap Velos Pro™, el espectrémetro de masas Thermo Scientific Orbitrap Fusion Lumos Tribid™ o el espectrometro
de masas Waters Xevo® G2-XS QTof.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "N-glicano con alto contenido de manosa" haga
referencia a un N-glicano que tiene una a seis o0 mas unidades de manosa. En al menos una realizacién, una unidad
de N-glicano con alto contenido de manosa puede contener una cadena de bis(N-acetilglucosamina) unida a un
residuo asparagina y unidad, ademas a una cadena de polimanosa ramificada. Segln se usan en la presente memoria
de manera intercambiable, se pretende que el término "M6P" 0 "manosa-6-fosfato”" haga referencia a una unidad de
manosa fosforilada en la 6 posicién; es decir, que tiene un grupo fosfato unido al grupo hidroxilo en la posicién 6. En
al menos una realizacién, una o mas unidades de manosa de una o mas unidades de N-glicano estan fosforiladas en
la posicién 6 para formar unidades de manosa-6-fosfato. En al menos una realizacién, el término "M6P" o0 "manosa-6-
fosfato" se refiere a un fosfodiéster de manosa que tiene N-acetilglucosamina (GlcNAc) como "casquete” en el grupo
fosfato, asi como a una unidad de manosa que tiene un grupo fosfato expuesto que carece del casquete de GlcNAc.
En al menos una realizacién, los N-glicanos de una proteina pueden tener miltiples grupos M6P, con al menos un
grupo M6P que tiene un casquete de GIlcNAc y al menos un otro grupo M6P que carece de un casquete de GIcNAc.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "N-glicano complejo" haga referencia a un N-glicano
que contiene una o mas unidades de galactosa y/o acido sialico. En al menos una realizacion, un N-glicano complejo
puede ser un N-glicano con alto contenido de manosa en el que una o0 mas unidades de manosa estan asociadas,
ademas, a una o mas unidades de monosacarido, cada una seleccionada independientemente de N-acetilglucosamina,
galactosa y acido sidlico.

Segun se usa en la presente memoria, el compuesto miglustat, también conocido como N-butil-1-desoxinojirimicina o
NB-DNJ o (2R,3R,4R,55)-1-butil-2-(hidroximetil)piperidina-3,4,5-triol, es un compuesto que tiene la siguiente formula
quimica:

OH

N
HO o~
HO
OH

Una formulacién de miglustat esta disponible comercialmente con el nombre comercial Zavesca® como monoterapia
para la enfermedad de Gaucher tipo 1.

Como se describe mas adelante, las sales farmacéuticamente aceptables del miglustat también se pueden usar en la
presente invencion. Cuando se usa una sal del miglustat, la dosificacién de la sal se ajustara de forma tal que la dosis
del miglustat recibida por el paciente sea equivalente a la cantidad que se habria recibido si se hubiese usado la base
libre de miglustat.

Segln se usa en la presente memoria, el compuesto duvoglustat, también conocido como 1-desoxinojirimicina o DNJ
0 (2R,3R,4R.55)-2-(hidroximetil)piperidina-3,4,5-triol, es un compuesto que tiene la siguiente férmula quimica:
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Segln se usa en la presente memoria, se pretende que el término "chaperona farmacolégica" o a veces simplemente
el término "chaperona" haga referencia a una molécula que se une especificamente a a-glucosidasa acida y tiene uno
o mas de los siguientes efectos:

. potencia la formacién de una conformaciéon molecular estable de la proteina;

. potencia el trafico apropiado de la proteina desde el reticulo endoplasmatico a otra ubicacion celular,
preferiblemente, una ubicaciéon celular natural, para prevenir la degradacion asociada con el reticulo endoplasmatico
de la proteina;

. evita la aglomeracion de proteinas conformacionalmente inestables o mal plegadas;
. restaura y/o potencia al menos parcialmente la funcion, estabilidad y/o actividad natural de la proteina; y/o
. mejora el fenotipo o funciéon de la célula que aloja la a-glucosidasa acida.

Por lo tanto, una chaperona farmacolégica para a-glucosidasa acida es una molécula que se une a a-glucosidasa
acida, y da como resultado el plegado, el trafico, la no aglomeracion y la actividad apropiados de la a-glucosidasa
acida. Segun se usa en la presente memoria, este término incluye, pero no se limita a, chaperonas especificas para
un sitio activo (ASSC, por sus siglas en inglés) que se unen al sitio activo de la enzima, inhibidores o antagonistas, y
agonistas. En al menos una realizacion, la chaperona farmacolégica puede ser un inhibidor o antagonista de a-
glucosidasa acida. Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "antagonista” haga referencia a
cualquier molécula que se une a a-glucosidasa acida y bloquea, inhibe, reduce o neutraliza parcialmente o
completamente una actividad de a-glucosidasa acida. En al menos una realizacion, la chaperona farmacologica es
miglustat. Otro ejemplo no limitante de una chaperona farmacolégica para a-glucosidasa acida es duvoglustat.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "sitio activo" haga referencia a una regioén de una
proteina que se asocia con y es necesaria para la actividad biologica especifica de la proteina. En al menos una
realizacion, el sitio activo puede ser un sitio que se une a un sustrato u otra pareja de union y contribuye los residuos
aminoacidicos que participan directamente en la formacién y rotura de uniones quimicas. Los sitios activos en la
presente invencion pueden abarcar sitios cataliticos de enzimas, sitios de union a antigeno de anticuerpos, dominios
de unién a ligando de receptores, dominios de union de reguladores, o dominios de unién de receptor de proteinas
secretadas. Los sitios activos pueden abarcar también la transactivacion, la interaccion proteina-proteina o dominios
de union a ADN de factores y reguladores de la transcripcion.

Segln se usa en la presente memoria, se pretende que el término "AUC" haga referencia a un calculo matematico
para evaluar la exposicion total del cuerpo con respecto al tiempo a un farmaco dado. En un grafico donde se
representa cémo la concentracion en sangre de un farmaco administrado a un sujeto cambia con el tiempo después
de la dosificacion, la variable de concentracion de farmaco se encuentra en el gje y y el tiempo se encuentra en el gje
x. El area entre la curva de concentracion de farmaco y el eje x durante un intervalo de tiempo designado es el AUC
("area bajo la curva"). Las AUC se usan como una guia para pautas de dosificacion y para comparar la
biodisponibilidad de la disponibilidad de diferentes farmacos en el cuerpo.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "Cmax" haga referencia a la concentracién maxima
en plasma de un farmaco alcanzada después de la administracién a un sujeto.

Segln se usa en la presente memoria, se pretende que el término "volumen de distribuciéon" o "V" haga referencia al
volumen tebrico que seria necesario para contener la cantidad total de un farmaco administrado en la misma
concentracion que se observa en el plasma sanguineo, y representa el grado en que un farmaco se distribuye en el
tejido corporal en lugar del plasma. Los valores mas altos de V indican un mayor grado de distribucién en el tejido. Se
pretende que "volumen de distribucién central" o "V¢" hagan referencia al volumen de distribuciéon dentro de la sangre
y los tejidos con elevada perfusién de sangre. Se pretende que "volumen de distribucién periférico” o "V2" hagan
referencia al volumen de distribucién dentro del tejido periférico.

Segun se usan de manera intercambiable en la presente memoria, se pretende que los términos "aclaramiento”,
"aclaramiento sistémico" o "CL" hagan referencia al volumen de plasma del que se aclara completamente un farmaco
administrado por unidad tiempo. Se pretende que "aclaramiento periférico” haga referencia al volumen de tejido
periférico del que se aclara un farmaco administrado por unidad tiempo.

Segun se usan en la presente memoria, se pretende que "dosis terapéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz" hagan
referencia a una cantidad de a-glucosidasa acida y/o de miglustat y/o de una combinacion de estos, que es suficiente
para provocar una respuesta terapéutica en un sujeto. Una respuesta terapéutica puede ser cualquier respuesta que
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un usuario (por ejemplo, un médico clinico) reconocera como una respuesta eficaz a la terapia, incluidos cualesquiera
marcadores clinicos indirectos o sintomas descritos en la presente memoria y conocidos en la técnica. Por lo tanto,
en al menos una realizacién, una respuesta terapéutica puede ser una mejora o inhibicién de uno o mas sintomas o
marcadores de la enfermedad de Pompe tales como los conocidos en la técnica. Los sintomas o marcadores de la
enfermedad de Pompe incluyen, pero no se limitan a, actividad tisular disminuida de a-glucosidasa acida;
cardiomiopatia; cardiomegalia; debilidad muscular progresiva, especialmente en el tronco o extremidades inferiores;
hipotonia profunda; macroglosia (y, en algunos casos, protrusion de la lengua); dificultad para deglutir, succionar y/o
alimentarse; insuficiencia respiratoria; hepatomegalia (moderada); laxitud de los musculos faciales; arreflexia;
intolerancia al ejercicio; disnea de esfuerzo; ortonea; apnea del suefio; cefaleas en la mafiana; somnolencia; lordosis
y/o escoliosis; reflejos profundos disminuidos; dolor en la parte baja de la espalda; e incapacidad de alcanzar las
etapas del desarrollo motor. Cabe sefialar que una concentracién de miglustat que tiene un efecto inhibidor sobre la
a-glucosidasa acida puede constituir una "cantidad eficaz" a los efectos de la presente invencién debido a la dilucién
(y consecuente desplazamiento en la union debido al cambio en el equilibrio), biodisponibilidad y metabolismo de
miglustat después de la administracién in vivo. Segin se usa en la presente memoria, se pretende que el término
"terapia de reemplazo enzimatico" o "ERT" haga referencia a la introduccién de una enzima no natural, purificada en
un individuo que tiene una deficiencia de dicha enzima. La proteina administrada se puede obtener de fuentes
naturales o mediante expresion recombinante. El término se refiere a también a la introduccién de una enzima
purificada en un individuo que de cualquier otra manera requiere o se beneficia de la administraciéon de una enzima
purificada. En al menos una realizacion, dicho individuo padece una insuficiencia enzimatica. La enzima introducida
puede ser una enzima recombinante, purificada producida in vitro, o una proteina purificada a partir de tejido o fluido
aislado, tal como, por ejemplo, la placenta o leche animal o de plantas.

Segln se usa en la presente memoria, se pretende que el término “politerapia” haga referencia a cualquier terapia en
donde se administran dos o mas terapias individuales simultaneamente o consecutivamente. En al menos una
realizacion, los resultados de la politerapia se potencian en comparacion con el efecto de cada terapia cuando se lleva
a cabo individualmente. El potenciamiento puede incluir cualquier mejora del efecto de las diversas terapias que puede
provocar un resultado ventajoso en comparacion con los resultados logrados mediante las terapias cuando se llevan
a cabo solas. El efecto o los resultados potenciados pueden incluir un potenciamiento sinérgico, en donde el efecto
potenciado es mayor que los efectos aditivos de cada terapia cuando se lleva a cabo por si sola; un potenciamiento
aditivo, en donde el efecto potenciado es sustancialmente igual al efecto aditivo de cada terapia cuando se lleva a
cabo por si sola; o un efecto menor que sinérgico, en donde el efecto potenciado es inferior al efecto aditivo de cada
terapia cuando se lleva a cabo por si sola, pero todavia mejor que el efecto de cada terapia cuando se lleva a cabo
por si sola. El efecto potenciado se puede medir mediante cualquier medio conocido en la técnica por el cual se puede
medir la eficacia o el desenlace del tratamiento.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "farmacéuticamente aceptable" haga referencia a
entidades moleculares y composiciones que son fisioldgicamente tolerables y tipicamente no producen reacciones
adversas cuando se administran a un ser humano. Preferiblemente, segiin se usa en la presente memoria, el término
"farmacéuticamente aceptable" significa que esta aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal,
o indicado en la farmacopea de los EE. UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales vy,
mas particularmente, en seres humanos.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "portador" haga referencia a un diluyente, adyuvante,
excipiente o vehiculo con el cual se administra un compuesto. En la técnica se conocen portadores farmacéuticamente
adecuados y, en al menos una realizacion, se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin,
18a edicién, u otras ediciones.

Segun se usan en la presente memoria, se pretende que los términos "sujeto" o "paciente” hagan referencia a un ser
humano o animal no humano. En al menos una realizacién, el sujeto es un mamifero. En al menos una realizacion, el
sujeto es un ser humano.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "anticuerpo anti-farmaco” haga referencia a un
anticuerpo gue se une especificamente a un farmaco administrado a un sujeto y generado por el sujeto al menos como
parte de una respuesta inmunitaria humoral a la administracion del farmaco al sujeto. En al menos una realizacion, el
farmaco es un medicamento de proteina terapéutica. La presencia del anticuerpo anti-farmaco en el sujeto puede
causar respuestas inmunitarias que varian de leves a intensas, que incluyen, pero no se limitan a, respuestas
inmunitarias potencialmente mortales que incluyen, pero no se limitan a, anafilaxia, sindrome de liberacién de citocinas
y neutralizacién reactiva cruzada de proteinas enddégenas que median funciones esenciales. Ademas o
alternativamente, la presencia del anticuerpo anti-farmaco en el sujeto puede disminuir la eficacia del farmaco.

Segun se usa en la presente memoria, se pretende que el término "anticuerpo neutralizante" haga referencia a un
anticuerpo anti-farmaco que actla para neutralizar la funcién del farmaco. En al menos una realizacion, el
medicamento de proteina terapéutica es una contraparte de una proteina endégena cuya expresion esta reducida o
ausente en el sujeto. En al menos una realizacion, el anticuerpo neutralizante puede actuar para neutralizar la funcién
de la proteina endégena.
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Segln se usan en la presente memoria, se pretende que los términos "alrededor de" y "aproximadamente" hagan
referencia a un grado aceptable de error de la cantidad medida segln la naturaleza o precisién de las mediciones. Por
ejemplo, el grado de error se puede indicar por el nimero de cifras significativas proporcionadas por la medicién, como
se entiende en la técnica, e incluye, pero no se limita a, una variacién de *1 en la cifra significativa mas precisa
obtenida por la medicién. Los grados de error tipicos ilustrativos se encuentran dentro del 20 por ciento (%),
preferiblemente, dentro del 10 % y, mas preferiblemente, dentro del 5 % de un valor o intervalo de valores dado.
Alternativamente y, particularmente en sistemas biol6gicos, los términos "alrededor de" y "aproximadamente" pueden
significar valores que se encuentran dentro de un orden de magnitud, preferiblemente, dentro de 5 veces y, mas
preferiblemente, dentro de 2 veces con respecto a un valor dado. Las cantidades numéricas dadas en la presente
memoria son aproximadas a menos que se indique de cualquier otra manera, lo que significa que el término "alrededor
de" 0 "aproximadamente” se pueden inferir cuando no se indica de forma expresa.

Se pretende que el término "simultdneamente”, segulin se usa en la presente memoria, signifique al mismo tiempo que
o dentro de un periodo de tiempo razonablemente corto antes o después, como lo entenderan los expertos en la
técnica. Por ejemplo, si se administran dos tratamientos simultdneamente entre si, un tratamiento se puede administrar
antes o después del otro tratamiento, para dar el tiempo necesario para prepararse para el (ltimo de los dos
tratamientos. Por lo tanto, "administracion simultanea" de dos tratamientos incluye, pero no se limita a, un tratamiento
después del otro en aproximadamente 20 minutos o menos, aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 15
minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 2 minutos, aproximadamente
1 minuto 0 menos de 1 minuto.

Se pretende que el término "sal farmacéuticamente aceptable”, seglin se usa en la presente memoria, signifique una
sal que es, dentro del alcance de la opinién médica valida, adecuada para usarse en contacto con los tejidos de seres
humanos y animales inferiores sin toxicidad, irritacion, respuesta alérgica indebidas y similares, que corresponde a
una relacién riesgo/beneficio razonable, generalmente soluble o dispersable en agua o aceite y eficaz para su uso
previsto. El término incluye sales de adicién de acido farmacéuticamente aceptables y sales de adicién de base
farmacéuticamente aceptables. Las listas de sales adecuadas se encuentran en, por ejemplo, S. M. Birge et al., J.
Pharm. Sci., 1977, 66, pags. 1-19.

Se pretende que el término "sal de adicién de acido farmacéuticamente aceptable”, segin se usa en la presente
memoria, signifique aquellas sales que retienen la eficacia y las propiedades biolégicas de las bases libres y que no
son biolégicamente indeseables ni de cualquier otra manera, formadas con &cidos inorganicos que incluyen, pero no
se limitan a, &cido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido sulfamico, acido nitrico, acido fosfoérico y
similares, y acidos organicos que incluyen, pero no se limitan a, acido acético, acido trifluoroacético, acido adipico,
acido ascorbico, acido aspartico, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido butirico, acido canférico, acido
canforsulfénico, acido ciamico, acido citrico, acido diglucénico, acido etanosulfénico, acido glutamico, acido glicélico,
acido glicerofosférico, acido hemisulfico, acido hexanoico, acido féormico, acido fumarico, acido 2-hidroxietanosulfénico
(acido isetidnico), acido lactico, acido hidroximaleico, acido malico, acido maldnico, acido mandélico, acido
mesitilensulfénico, acido metanosulfonico, acido naftalenosulfonico, acido nicotinico, acido 2-naftalenosulfénico, acido
oxalico, acido pamoico, acido pectinico, acido fenilacético, acido 3-fenilpropionico, acido pivalico, acido propiénico,
acido piravico, acido salicilico, acido esteéarico, acido succinico, acido sulfanilico, acido tartarico, acido p-
toluenosulfénico, acido undecanoico y similares.

Se pretende que el término "sal de adicién de base farmacéuticamente aceptable”, seglin se usa en la presente
memoria, signifique aquellas sales que retienen la eficacia y las propiedades biolégicas de los acidos libres y que no
son biologicamente indeseables ni de cualquier otra manera, formadas con bases inorganicas que incluyen, pero no
se limitan a, amoniaco o el hidréxido, carbonato o bicarbonato de amonio o un cation de metal tal como sodio, potasio,
litio, calcio, magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso, aluminio y similares. Las sales derivadas de bases no toxicas
organicas farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sales de aminas primarias, secundarias y
terciarias, compuestos de amina cuaternaria, aminas sustituidas incluidas aminas sustituidas de origen natural, aminas
ciclicas y resinas de intercambio ib6nico basico, tales como metilamina, dimetilamina, trimetilamina, etilamina,
dietilamina, trietilamina, isopropilamina, tripropilamina, tributilamina, etanolamina, dietanolamina, 2-dimetilaminoetanol,
2-dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, hidrabamina, colina, betaina, etilendiamina,
glucosamina, metilglucamina, teobromina, purinas, piperazina, piperidina, N-etilpiperidina, compuestos de
tetrametilamonio, compuestos de tetraetilamonio, piridina, N,N-dimetilanilina, N-metilpiperidina, N-metilmorfolina,
diciclohexilamina, dibencilamina, N,N-dibencilfenetilamina, 1-efenamina, N,N'-dibenciletilendiamina, resinas de
poliamina y similares.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona una composicién que comprende moléculas de a-glucosidasa acida humana
recombinante (rhGAA) para uso en el tratamiento de la enfermedad de Pompe en combinacion con miglustat en un
paciente que lo necesita;

en donde el paciente tiene experiencia en terapia de reemplazo enzimatico (ERT);
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en donde la composicién se administra por via intravenosa en una dosis de 5 mg/kg a 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral en una dosis de 260 mg o 130 mg;

en donde las moléculas de rhGAA se producen en células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en inglés),
las moléculas de rhGAA comprenden siete sitios de N-glicosilacion potenciales, 40 %-60 % de los N-glicanos en las
moléculas de rhGAA son N-glicanos de tipo complejo, y al menos 50 % de las moléculas de rhGAA llevan una unidad
de bis-manosa-6-fosfato (bis-M6P, por sus siglas en inglés) en el primer sitio de N-glicosilacién potencial.

En al menos una realizacién, el miglustat se administra como una forma de dosificacién farmacéuticamente aceptable
adecuada para administracion oral e incluye, pero no se limita a, comprimidos, capsulas, 6vulos, elixires, disoluciones
0 suspensiones, geles, jarabes, enjuagues bucales o un polvo seco para la reconstitucién con agua u otro vehiculo
adecuado antes del uso, opcionalmente con agentes saborizantes y colorantes para aplicaciones de liberacion
inmediata, retardada, modificada, sostenida, pulsada o controlada. También se pueden usar composiciones sélidas
tales como comprimidos, capsulas, caramelos, pastillas, pildoras, bolos, polvo, pastas, granulos, tabletas, grageas o
preparaciones de premezcla. En al menos una realizacién, el miglustat se administra como un comprimido. En al
menos una realizacion, el miglustat se administra como una capsula.

Las composiciones sélidas y liquidas para uso oral se pueden preparar segin métodos conocidos en la técnica. Dichas
composiciones también pueden contener uno o mas portadores y excipientes farmacéuticamente aceptables que
pueden estar en forma sélida o liquida. Los comprimidos o capsulas pueden prepararse mediante medios
convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables que incluyen, pero no se limitan a, agentes de unién,
cargas, lubricantes, desintegrantes o agentes humectantes. Los excipientes farmacéuticamente aceptables
adecuados se conocen en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, almiddn pregelatinizado, polivinilpirrolidona,
povidona, hidroxipropil metilcelulosa (HPMC, por sus siglas en inglés), hidroxipropil etilcelulosa (HPEC, por sus siglas
en inglés), hidroxipropil celulosa (HPC, por sus siglas en inglés), sacarosa, gelatina, acacia, lactosa, celulosa
microcristalina, hidrégeno fosfato calcico, estearato de magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo, talco, silice,
almidén de maiz, patata o tapioca, glicolato de almidén sédico, lauril sulfato sédico, citrato de sodio, carbonato de
calcio, fosfato calcico dibasico, glicina croscarmelosa sédica y silicatos complejos. Los comprimidos se pueden recubrir
mediante métodos conocidos en la técnica. En al menos una realizacion, el miglustat se administra como una
formulacién disponible comercialmente como Zavesca® (Actelion Pharmaceuticals).

En al menos una realizacion, la a-glucosidasa acida humana recombinante se expresa células de ovario de hamster
chino (CHO) y comprende un contenido mayor de unidades de N-glicano que tienen uno o mas residuos manosa-6-
fosfato en comparacion con un contenido de unidades de N-glicano que tienen uno o mas residuos manosa-6-fosfato
de alglucosidasa alfa. En al menos una realizacion, la a-glucosidasa acida es una a-glucosidasa acida humana
recombinante denominada en la presente memoria ATB200, como se describe en la solicitud de patente internacional
copendiente

PCT/US2015/053252. Se ha demostrado que la ATB200 se une a receptores de manosa-6-fosfato independientes de
cation (CIMPR, por sus siglas en inglés) con alta afinidad (Kb ~2-4 nM) y se internaliza de manera eficaz en fibroblastos
y mioblastos de musculo esquelético con Pompe (Kcaptacion ~7-14 nM). La ATB200 se caracteriz6 in vivo y exhibié una
semivida en plasma aparente mas corta (ti2 ~45 min) que la alglucosidasa alfa (ti;2 ~60 min).

En al menos una realizacion, la a-glucosidasa acida humana recombinante es una enzima que tiene una secuencia
de amino&cidos como se expone en la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2 (0 como la codificada por SEQ ID NO: 2), la
SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4 0 la SEQ ID NO: 5.

SEQ ID NO: 1

BMet Gy Val Arg His Pro Pro Gy Ser His Sy Leu Leu 8a Vel Oys

& Lot Vol Bar Lo Al Thr Al &la Laur Low Gy M o Leu Lau Mg
S Ph Ley Lew Val Pro deg Gl Loy Bar Sy Swy Ser Pro ¥l Leu
T a3k The Mis Pog Al His Gin Gl Gly Al Sor A Pro Ty Pro Ay
Sap Ala Gl Alg His Pro Gl &g Pro Aeg Al Val Pro Thr Gin Oys Asp
Vil Pro Pro Sgn Sev Auy Phe Asp Crs Als B o Ly &by s Ty
Sl GGl uy\q Gy Al S Gy e Ces Ty lle Pro ALy G G

L Gy £30y Ady B Mt Sy o P Trp e Phie She Py Fro 3@*

. e £

v\ Fro Ser T L%ga L Ghi Ao Loy Ser Sor Sor Gk Ml Giy Ty

‘fi
Tor Lo mg Leu A&p \iai &iot Met Gl The 3hy Asn m‘gs Loy Mis Pha

o
""’r

Thr Fo Lvs S50 Pro Al Asn A Arg T Slo vl Pro e Gl Ty
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Arg Vel Mis Tee A Als Fro Sey Fro Lew Ty D Vil Gl Phs See Glu
30 Prr Pha G Vol Be Val s Sy O Lew Sop Dby Qe Vad Low Ly
Aser The The Val Ala Pro Leu Phe Phe Ala Asp Gl Pha Law Gin Lan
Ser The Ser Leu Pvo Ser G Thyr e The Gy Law Al Glu His Leu Ser
Pro Leu Mot Leu Doy The Ser Trp The Arg Be The Leu Trp Asn .ﬁam
Azp Lo &la Pro Thr Pro Giv 8lg &sn Leu T Gly Sey Mis Pro Phe
Ty Ly Als Leus Bl Agp Gy Gy Ser Al Hip Gly Vi PheLet Ly
Sar Az Als Met Sap Val Val Ly Gin Pro Ser Pre &g Lo Bay

Trp Ngs Ser The Gl Gy e Lo Axp Vol Tr Hn Phe Lau Gy Pro Gle
P by Bor Vil Val Gin Gl Tye Lo Ao Wl Vid Gly Ty Pes Rha Set
P Po Ty T Gy Ley Gy Phie His Leu Cops Srg T By Ty S
Hor The Alg fe Thy sy Gl Vi Vol Gl Asn Mat The Srg Alz His Phe

P beas Aso Vel Gie Trp Ao Asge Las Asp Tyr ot Aap Sov Avg &g

Sap Phe Thy Phe Asn Lys Ssp Gy Pha Arg Ssp Phe Pro Als et vad
3y Gl Ley Mis Gl Gy Gy Arg e Ty Bl Bat Se Val Aap Pro Ala

\ &% ¥

e Sey Bar Sor Qly Pro Als Gly Ser Tw Aoy Fro Vo Sep Sl Gy e
ey Aug Ty Vol Phe e The Ase Gl The Gly Gin Pep Lay o Gy Lys
Vi Trn Pro Gy Ser Thy &ls Phe Pro Asp Phe The Ssn B Thr Als
Eaoar Alx Top Trp Gy Agp Mot Ve Aln Qlu FPhy His Agp G Val Pry
Phe Asp (:*.:f‘af' Rat Trys the Anp Mot Ase Gl Foo Bor Asn Phe lle &g
Ly B 3l Arp Sy Oye Pro Agn Asn Olu Leu O Asn Pra Poo Ty
Vil Fro Gly Val Valt Gy Gy Thr Leu Gin &l Als The He Cys Al Sw
S His Gy Phe Loy Sy Thy Hix Tyr San Lo Mis &gy Lout Ty Gy
et Tl Gl Ady B Alg Sor Mig Saog Alg Lo Wl Lvs Ada Reg Oy Th
Arg Pro Phe Val e Sar Avg Ser Thy Phe Als Gy #is Gly fog T Al
35 His Trp The Gly Asp Vel Tep Ser Ser Trp Gl Gn Lew Ala Sar Sar
Wal Fro Gy e Log Gy Phe A Lo Lo Gy Val Fro Lee Vel By Als
Agp Val Tys Gly Fhe Lo Gy Asn Th Ser Gl Gl Lew Oys Val &g
Top Thy Gl Lo Gy 8l Phs Tyr Pro Phe Met &g Asn His Aan Ssr
L Ser Loy Pog Ol G4 Pig Ty Say Phe Sav G P Als &in
S Als Met &g Lys Al Leu Thr Low Arg Ty &ls Lau Loy Pro His
Eavir Tye Thy Lews Pl Mis (30 Ads His Vol Als Gy Qlu Thr Vil 8bt S
Pror Lous Phe Leu Gl Phe Pro Lys &ep Seor Sy Ty Tip Thr Val Rap
Hig G Low Law Trp Gl Olu Als Lo Lo e Thy P Vil Laa G Alg
Gy Lys Ale Gl Vad The Gy Ty Bhe Pro Lo Gly Thy T T Asp beu
e Thy Vat Prg B Gl Al Lo Gl Ser Loy Fro Pro Pay Fyo Mg &
Fror Aog Gl Fro Al e His Ser Gha Gy Giv Trp Vgl Thr Lau Pro &g

B

3
Preo Lo 855 The Hy Aun Val M D Bog Als Gy Tyr s Be Poo Baw
G0y Gy Pro Gy Leu The Thy Thr Gl Ser Sy Gln Gl Pro Met &g
st Als Vil ln Lew Thr Lys Gy Gy Gl Ala Arg Gy Gl Low Phe T

Sap Ao Gy Glu Ser Lo G Vel Lo Glu Arg Giv Als Ty The Gl
Vil He Phe Lo Ay Sug Ass Agn Thy B Vsl Ssn Ol Low Vel frg Vi
Thr Bar Ghe Gy Alg Gy Low Gy Leu Gl Lys Val Thr Val beu Gly Vel
A Thy Al Pro Gls Gl Wal Law Ser Asyy Gy Val Pro Wal Ser &sn
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SEQ ID NO: 2

cagttgggaaagctgagattgtcgecggggeegegggtagaggtcggggatgaggeagea
ggtaggacagtgaccicggtgacgcgaaggaccccggcecacctctaggticicctegtee
geecgttgttcagegagggaggctetgggectgecgecagetgacggggaaactgaggeac
ggagcegggcectgtaggagcetgtccaggccatetccaaccatgggagtgaggceacccgcecce
tgctceccaccggctectggecgtctgegecctegtgtecttggcaaccgetgeactectg
gggcacatcctactccatgatticctgetggticcccgagagetgagtggetectececa
gtcctggaggagactcacccagetcaccagcagggagecageagaccagggeccegggat
gcccaggcacaccccggcecgtcccagageagtgeccacacagtgegacgtcccceccaac
agccgcttcgattgegeccctgacaaggcecatcacccaggaacagigcgaggeccgeggce
tgctgctacatccetgcaaagcaggggctgcagggageccagatggggeagecctggtge
ticttcccacccagcetaccccagetacaagetggagaacctgagctcectetgaaatggac
tacacggccaccctgacccgtaccacccccaccticticcccaaggacatectgacectg
cggctggacgtgatgatggagactgagaaccgcectccacttcacgatcaaagatccagct
aacaggcgctacgaggtgcecctiggagaccecgegtgtccacagecgggceaccegtcecca
clctacagcegtggagttctccgaggagcecctticggggtgategtgcaceggeagetggac
ggccgcegtgetgetgaacacgacggtggegceccctgttctttgecggaccagttceticag
ctgtccacctegcetgecctegeagtatatcacaggectcgecgagceacctcagteeecty
atgctcagcaccagcetggaccaggatcaccectgtggaaccgggacctigecgeccacgece
ggtgcgaacctctacgggtctcacccttictacctggegetggaggacggegggtcggea
cacggggtgttcctgctaaacagcaatgecatggatgtggtectgcagecgagecctgec
cttagctggaggicgacaggtgggatcctggatgtctacaicticctgggeccagagece
aagagcgtggtgcagcagtacctggacgttgtgggatacccgttcatgecgecatactgg
ggcctgggcttccacctgtgeegetggggctactectccaccgetatcaccegecaggtig
gtggagaacatgaccagggcccacticceectggacgiccaatggaacgacciggactac
atggactcccggagggacticacgticaacaaggatggcettcecgggacticeeggecatg
gtgcaggagcetgcaccagggeggcecggegcetacatgatgatcgtggatectgecatcage
agctcgggecctgecgggagcetacaggecctacgacgagagtctgeggagggggagtitic
atcaccaacgagaccggccagcecgcigatigggaaggtatggeccgggtccactgectic
cccgacttcaccaaccccacagecctggectggtgggaggacatggtggcetgagticeat
gaccaggtgcccticgacggcatgtggattgacatgaacgagcecticcaacticatcaga
ggctctgaggacggctgccccaacaatgagctggagaacccaccctacgtgeetggggty
gttggggggaccctccaggeggecaccatetgtgectccagecaccagtttctctccaca
cactacaacctgcacaacctctacggcctgaccgaagccatecgectcccacagggegcty
gtgaaggctcgggggacacgcccattigtgatctccegetcgacctttgetggecacgge
cgatacgccggcecactggacgggggacgtgtggagcetcctgggageagcetcegectectee
gtgccagaaatcctgcagtitaacctgetgggggtgcctctggtcggggecgacgtetge
ggcttcctgggecaacacctcagaggagcetgtgtgtgcgetggaccecagetgggggcecttc
taccccttcatgcggaaccacaacagcectgctcagictgccccaggagecgtacagcettc
agcgagcecggeccagcaggcecatgaggaaggcecctcaccetgegetacgeactectcece
cacctctacacactgttccaccaggceccacgtcgecgggggagacegtggeccggecccte
ttcctggagttccccaaggactctagcacciggactgtggaccaccagceteetgtgagag
gaggccctgetcatcaccccagtgetccaggecgggaaggcecgaagtgactggetactte
cccettgggeacatggtacgacctgecagacggtgecaatagaggecctiggcagectecca
cccccacctgcageteccegtgagecagecatccacagegaggggcagtgggtgacactg
ccggceccccctggacaccatcaacgtccacctcecgggetgggtacatcatceeectgcag
ggccctggectcacaaccacagagtcccgecagcageccatggecctggetgtggecctg
accaagggtggagaggcccgaggggagctgtictgggacgatggagagagcectggaagtg
ctggagcgaggggcectacacacaggtcatcttcctggccaggaataacacgategtgaat
gagctggtacgtgtgaccagtgagggagetggectgcagetgcagaaggtgactgtectg
ggcgtggecacggegccccagceaggticetctecaacggtgteectgtetecaacttcace
tacagccccgacaccaaggtectggacatctgtgtctegetgtigatgggagagceagtit
ctcgtcagetggtgttagecgggeggagtgtgttagtctctccagagggaggetggtice
ccagggaagcagagcctgtgtgcgggceageagcetgigtgegggcectgggggtigeatgtg
tcacctggagcetgggceactaaccattccaagecgecgceategettgtttccacctectgg
gcecggagctictggeccecaacgtgtctaggagagctttctcectagatcgeactgtggge
cggggcctggagggctgctctgtgttaataagatigtaaggtttgccctectcacctgtt
gccggceatgcgggtagtattagccacccccctecatetgttcccagcaccggagaaggggd
gtgctcaggtggaggtgtggggtatgcacctgagetcctgceticgcgectgetgetetge
cccaacgegaccgcttcceggcetgcccagagggetggatgectgecggtcececcgageaag
cctgggaactcaggaaaattcacaggacttgggagatictaaatcttaagtgcaattatt
ttaataaaaggggcatttggaatc
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SEQ ID NO: 3

Met Gly Val Arg His Pro Pro Cys Ser His Arg Leu Leu Ala Val Cys
Ala Leu Val Ser Leu Ala Thr Ala Ala Leu Leu Gly His lle Leu Leu His
Asp Phe Leu Leu Val Pro Arg Glu Leu Ser Gly Ser Ser Pro Val Leu
Glu Glu Thr His Pro Ala His Gln Gin Gly Ala Ser Arg Pro Gly Pro Arg
Asp Ala GIn Ala His Pro Gly Arg Pro Arg Ala Val Pro Thr Gin Cys Asp
Val Pro Pro Asn Ser Arg Phe Asp Cys Ala Pro Asp Lys Ala lle Thr
Gin Glu GIn Gys Glu Ala Arg Gly Cys Cys Tyr lle Pro Ala Lys Gin Gly
Leu Gln Gly Ala GIn Met Gly GiIn Pro Trp Cys Phe Phe Pro Pro Ser
Tyr Pro Ser Tyr Lys Leu Glu Asn Leu Ser Ser Ser Glu Met Gly Tyr
Thr Ala Thr Leu Thr Arg Thr Thr Pro Thr Phe Phe Pro Lys Asp lle Leu
Thr Leu Arg Leu Asp Val Met Met Glu Thr Glu Asn Arg Leu His Phe
Thr lle Lys Asp Pro Ala Asn Arg Arg Tyr Glu Val Pro Leu Glu Thr Pro
Arg Val His Ser Arg Ala Pro Ser Pro Leu Tyr Ser Val Glu Phe Ser Glu
Glu Pro Phe Gly Val lle Val His Arg Gin Leu Asp Gly Arg Val Leu Leu
Asn Thr Thr Val Ala Pro Leu Phe Phe Ala Asp Gin Phe Leu Gin Leu
Ser Thr Ser Leu Pro Ser GIn Tyr lle Thr Gly Leu Ala Glu His Leu Ser
Pro Leu Met Leu Ser Thr Ser Trp Thr Arg lle Thr Leu Trp Asn Arg
Asp Leu Ala Pro Thr Pro Gly Ala Asn Leu Tyr Gly Ser His Pro Phe
Tyr Leu Ala Leu Glu Asp Gly Gly Ser Ala His Gly Val Phe Leu Leu
Asn Ser Asn Ala Met Asp Val Val Leu Gin Pro Ser Pro Ala Leu Ser
Trp Arg Ser Thr Gly Gly lle Leu Asp Val Tyr lle Phe Leu Gly Pro Glu
Pro Lys Ser Val Val GIn GIn Tyr Leu Asp Val Val Gly Tyr Pro Phe Met
Pro Pro Tyr Trp Gly Leu Gly Phe His Leu Cys Arg Trp Gly Tyr Ser
Ser Thr Ala lle Thr Arg Gin Val Val Glu Asn Met Thr Arg Ala His Phe
Pro Leu Asp Val GIn Trp Asn Asp Leu Asp Tyr Met Asp Ser Arg Arg
Asp Phe Thr Phe Asn Lys Asp Gly Phe Arg Asp Phe Pro Ala Met Val
Gin Glu Leu His GIn Gly Gly Arg Arg Tyr Met Met lle Val Asp Pro Ala
lle Ser Ser Ser Gly Pro Ala Gly Ser Tyr Arg Pro Tyr Asp Glu Gly Leu
Arg Arg Gly Val Phe lle Thr Asn Glu Thr Gly GIn Pro Leu lle Gly Lys
Wal Trp Pro Gy Ser The Ala Phe Pro Ssp Pha The Asn Pee Tiw Ala
Lt &da Taps Tep Ghe Axp Mat Val Ay Gl Phe Hig ap Glo Vsl Fro
Fhs Asp Gy Mat Trp e Ao Mat Asn Gle Pro Ser Asn Phe s &g
Gy Sor Gl Aap Gl Oy Pro Asa San Gl len Ghe Asn Pro Pra T
Wil P Gl Wil Vel Gly Gy The Lot (i Sda Sl Thw B Oys Als Ser
Ber His Gl Ph Lew Sor Thy His Tywr Age Leu His Aan Lao T Gy
L Thr {38u Al He Als Sor Mis Arg &z Lo Vel Lys Ale Seg Sy The
Arg Pro Phe Vol Be Ser Aoy Sy Thr Phe Al Gy His Gy &ig Tw A
Gy His Trp The Gy Ao Vil Tip Ser Bae Tep Blu Gln Low Ada Ger Bay
Wal Pro (e o e Gin Phe Asa Leo Leo Gy Vol Pro beu Val Gy 8l
Axp Val Oys Gy Fha Low Gly Ase The Ser Gl Gl Les Oep Vel dug
Trp The Gl Lae (G &g Phe Tyr Pre Pl Me! &rg Asn Mg Sza Ser
b Law Sar Lay Pog Gin Gl Pro Ty Bay Phe Ser Gl Pro Als G

e &b Red Ang Ly Al Lese The Lo Sag Tyr Al Loy Lo P Hig
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L Ty Thy Lo Phe His Gin Als Mis Vel Als % Gl Thy Vil &la &g
Py Leu Phe Loy Qlu Bhe Pro Lys Asp Sev Sy The Trp Thy Vel Sxp
His Giry Lant Leu Trp Gly Glu &k Law Law s Thr Pea Vil Lau Gl Als
Gy Ly Alg Gha Wyl Thr Gy Ty Phin Prg Leu Gy Thy T Ty Asp bsy
O The Val Pro il Gle &l Lou Gy Ber Lau Pro Pro Pas Pro Ala Ma
Pro Arg Gl Pro Al Be Hie Ser Gl Gly Gin Tip Vel Thr Leu Pro 8ls
Pro Lou Sap The ik Asn Val His Leay Avg Mla Gy T U Be Pro Lau
G By Pro 3% Lew T Thy The Gl S Arg Gin G Poo Met 8l
Low Al Val Ala Lau Thr Lys Ol Gly Ghs Als Avg S Gl Lau Phe Tip
Hap fep Gl Gl Seer Lo Bl Val Lau Ghe &rg By Al Tye The Qe
Wil e P Lowe Als Regs Aae Ron Th e Val Ren Glu Leu val Avg vald
Thy Sor Gle 3% Al Gly Lo B8 Low Gin Lys Val The Wal Lo Gly v
&la The Al Fro Oy Gin Val Ley Sor Ssn Gy Ve Pro Yal Say Asn
Fhe Thy Tyr Ser Prg Agp Thy Lys Val Ly Asp e Ops Val Ser bav
Eae Blet Gy G Gln Phe Laar Val Ser Top Gy

Rlat Gty Viad Sry Hix Bro Preo Gys Sor Mg frg Lane Leu Ala VWl G
SEQ ID NO: 4

Ala Leu Val Ser Leu Ala Thr Ala Ala Leu Leu Gly His lle Leu Leu His
Asp Phe Leu Leu Val Pro Arg Glu Leu Ser Gly Ser Ser Pro Val Leu
Glu Glu Thr His Pro Ala His Gln Gin Gly Ala Ser Arg Pro Gly Pro Arg
Asp Ala GIn Ala His Pro Gly Arg Pro Arg Ala Val Pro Thr Gin Cys Asp
Val Pro Pro Asn Ser Arg Phe Asp Cys Ala Pro Asp Lys Ala lle Thr
O3l Gl Gl Gys Gla Als Aeg Oy Gs Cys Ty He Pro Sa Lis GIn Gy
L Gl Gy Al Gln Mt Gly Gin Pro Trp Gy Phe Phe Pro Pro Sy
Toer Pro S Ty Ly Lew G Ay L Sar Ser Sar B Mt Gly Twr
The Alg Thr Lot The Arg The The Fro Thy Phe Phe Pro Des Sep s Ly
T Leas Arg Leu Asp Val Mat Mast Glu Thy Ghe San fdog Lo His Phe
The e Ly Agp P Al A Srg Arg Ty Gl Val Pro Leu G Ty Pig
Mis Val His Ser Arg Ala Pro Ber Pro s Ty See Vol Glu Phe Ser Gl
Gl Pro Phe Gly Val e Val &rg Arg Gln Lau Asp Gy Ay Vil Leu e
Aiary Thy Thr Vil Allg P Lt Py Phie Als Asp Glo Phe Lo Gln Leau
Sy Thr Ser Lew Fro Ser Gy Tyr S The Gy Lo Ala Gl His Lo Ser
Pro Lear Mo Lo e Thy Ser T Thy ey

3 B The Lo Tep A A
Asp Leste A Frg Thy Feo Gly Al Ao La Ty Gly Sar His Pro Flw
Ty Lont Al Lo Gl Sap Gly Gly Sae Als Hin Gy Vil Phe Law Lan
Ssn Sey Asn Als Me! Asp Vel Vai Lou Gt Pro Bey Pro Ala Leu Sey

Top Arg Sef Thr Ty Gl He Lo Asp Vil Ty s Phs Lot Gly Paoy Gly

Fro Lys Bar Val Wal Gle Glve Ty Low Asp Val Wal B Ty Pro Phe Mt
Fro Py Ter Trp Gy Leu Gy P By Laas Ove A Top Oy T Bar
Qo The Ak Ha The Keg Gln Val Vol Gl s Mot The &g Als His Phe
Fro Lao Asp Wal Gin Trp Aan Bsp Lav Asp Ty Mat Asp Ser Ang Arg
Aaps Phg The Phe San Les Ao Oy Phe Seg Aep Phig Prg Aa Mt v
3% G Lt His Gin OBy Gly Aeg Arg Ty Mel Mot B Vad Sap Pro 8lg
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e Ser By Sar Gy Fro Al Gy Ser Tyy &g Fro Ty AspGlu Sy Lsu
ey frg Gly Yai Fhe o Thr Ran B The Gy Gin ProsLeu He Gy Lys
Val Tep Pro Gly Ser The &g Fhe Pro Sop Ple Thy San Fre The &g
Laws Al T Trp Glu Asp Mat Val Als Gl Phe His Aaps G Val P
Phie Asp Gly Met Tip He Asd Mt Aae Gl Pro Ser Asn Phe e fug
Gy S Gl Aap Gy Oy Fro Asn Asn Sl lsu Gl Asn Pro Pro Ty
Wad Pro Gly Vol Wl Gy Gy Thy Low Gls Alg Ale Thr Hle Gy Alg Bay
Sev Mis Gin Phe Low Ser Thy Miz Ty Asn Leu M Asn leu Tw Gy
Lo Thy Slus Adx By Al Ber Hin Aug Al L Val Lis Al &ug B Thy
Sog Sy Fhe Vel s Sar Avg Ser Thy Phie Alg Oy His Gy Ay T Blg
L3y Ml Tep They Gy B Vil Trp Sar Sor Trp G Gl Law Sa Ser Sy
Wal Pro Glo s Lau Gl Phe Son Lew Lo G Vial Pro Lew VWl Gy Als
Agps Vi Qs Gly Phe Law Gy Ass Tiy Sor Ol Ghs Lau s Vad &g
Trp Thr Gl Las Gy & Phs T Pro Phe Mat Ay Asn His Asn Ser
Leu Leu Ser Leu Pro Gin Glu Pro Tyr Ser Phe Ser Glu Pro Ala Gin
Gin Ala Met Arg Lys Ala Leu Thr Leu Arg Tyr Ala Leu Leu Pro His
Leu Tyr Thr Leu Phe His Gin Ala His Val Ala Gly Glu Thr Val Ala Arg
Pro Leu Phe Leu Glu Phe Pro Lys Asp Ser Ser Thr Trp Thr Val Asp
His Gin Leu Leu Trp Gly Glu Ala Leu Leu lle Thr Pro Val Leu Gin Ala
Gly Lys Ala Glu Val Thr Gly Tyr Phe Pro Leu Gly Thr Trp Tyr Asp Leu
Gin Thr Val Pro Val Glu Ala Leu Gly Ser Leu Pro Pro Pro Pro Ala Ala
Pro Arg Glu Pro Ala lle His Ser Glu Gly Gin Trp Val Thr Leu Pro Ala
Pro Leu Asp Thr lle Asn Val His Leu Arg Ala Gly Tyr lle lle Pro Leu
Gin Gly Pro Gly Leu Thr Thr Thr Glu Ser Arg Gln Gln Pro Met Ala
Leu Ala Val Ala Leu Thr Lys Gly Gly Glu Ala Arg Gly Glu Leu Phe Trp
Asp Asp Gly Glu Ser Leu Glu Val Leu Glu Arg Gly Ala Tyr Thr Gln
Val lle Phe Leu Ala Arg Asn Asn Thr lle Val Asn Glu Leu Val Arg Val
Thr Ser Glu Gly Ala Gly Leu Gin Leu GIn Lys Val Thr Val Leu Gly Val
Ala Thr Ala Pro GIn GIn Val Leu Ser Asn Gly Val Pro Val Ser Asn
Phe Thr Tyr Ser Pro Asp Thr Lys Val Leu Asp lle Cys Val Ser Leu
Leu Met Gly Glu GIn Phe Leu Val Ser Trp Cys

SEQ ID NO: 5

G Gin Gy Sla S Arg Pro Gl Pro Arg Asp Al G Alg Mis Pro Gy
Ay Pro Any Aln Vel Py Thy Gin Gys A Val Pra Pro &an Ser Arg
Phe Asp Oys &ls Pro Asp Lys Als He Thry Gin (i G Cys Gl &g
Arg Gly Cys Oy T Be Pro Aln Lys S Gy Lo Gin Gy Al Glo My
Gty 3 Pro Trp Cys Phe Bha Pro Poo Ser T Bro Ser Ty Lys Lea
30 Ase Lew Sar B Sar Qlu Wet Sy Tyr The &y Thy Lew The &g
The Thr Pro Thy Phe Phe Pro Lys Asp lis Lews Tiw Lo &g Lau Asp
et Rt Mt Gl The Gha A Aog Lo Mis Phs The e Lys A P
Al Run Arg Avg Tyr Gl Vol Pro Loe Ghe Thy Pag Arg Val Mg Sar Ay
Alx Pro Ser Pro Lo Ty Ser Val S5l Phe Ser (3o G Pro Fhe Gy
Val e Vol His deg G Lew Aap Oy Asg Vial Lo Lete Aan Thy Thr Wad
&ix Pro L Phe Phs Qe Asp Gin Phe Do Gy Laws Ser Thy Sar Loy
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Preo B Qi Tyr Hae Thy Oy Lons Aln Gl Mis Lese Se Pro Lau Met L
Sy Thry Sew Tep The A B The Las Trpe S A Asp Lad Ay Peg The
P 3y Ala Ban Lt Tyr Gly Ser His Pro Phe Ty Leu Sl Lau Glu
S G Gy Sar Als His 8y Vad Phe Lew Low Ssn Do Son Ala Mat
Aspy Val Val Law Gin Pro Ser Pro Als Lag Sey Tep S Sae Thy Gy Gy
e L Asp Val Ty e Phe L Gy Pro 03 Pro Lys Ser Vish Vel Gl
Gin Tyr Leu Asp Val Val Gly Tyr Pro Phe Met Pro Pro Tyr Trp Gly
Leu Gly Phe His Leu Cys Arg Trp Gly Tyr Ser Ser Thr Ala lle Thr Arg
Gin Val Val Glu Asn Met Thr Arg Ala His Phe Pro Leu Asp Val Gin
Trp Asn Asp Leu Asp Tyr Met Asp Ser Arg Arg Asp Phe Thr Phe Asn
Lys Asp Gly Phe Arg Asp Phe Pro Ala Met Val Gin Glu Leu His Gln
Gly Gly Arg Arg Tyr Met Met lle Val Asp Pro Ala lle Ser Ser Ser Gly
Pro Ala Gly Ser Tyr Arg Pro Tyr Asp Glu Gly Leu Arg Arg Gly Val Phe
lle Thr Asn Glu Thr Gly GiIn Pro Leu lle Gly Lys Val Trp Pro Gly Ser
Thr Ala Phe Pro Asp Phe Thr Asn Pro Thr Ala Leu Ala Trp Trp Glu
Asp Met Val Ala Glu Phe His Asp Gin Val Pro Phe Asp Gly Met Trp
lle Asp Met Asn Glu Pro Ser Asn Phe lle Arg Gly Ser Glu Asp Gly
Cys Pro Asn Asn Glu Leu Gilu Asn Pro Pro Tyr Val Pro Gly Val Val
Gly Gly Thr Leu GIn Ala Ala Thr lle Cys Ala Ser Ser His Gln Phe Leu
Ser Thr His Tyr Asn Leu His Asn Leu Tyr Gly Leu Thr Glu Ala lle Ala
Ser His Arg Ala Leu Val Lys Ala Arg Gly Thr Arg Pro Phe Val lle Ser
Arg Ser Thr Phe Ala Gly His Gly Arg Tyr Ala Gly His Trp Thr Gly Asp
Val Trp Ser Ser Trp Glu Gin Leu Ala Ser Ser Val Pro Glu lle Leu GIn
Phe Asn Leu Leu Gly Val Pro Leu Val Gly Ala Asp Val Cys Gly Phe
Leu Gly Asn Thr Ser Glu Glu Leu Cys Val Arg Trp Thr Gin Leu Gly
Ala Phe Tyr Pro Phe Met Arg Asn His Asn Ser Leu Leu Ser Leu Pro
GIn Glu Pro Tyr Ser Phe Ser Glu Pro Ala Gin Gin Ala Met Arg Lys Ala
Leu Thr Leu Arg Tyr Ala Leu Leu Pro His Leu Tyr Thr Leu Phe His
Gin Ala His Val Ala Gly Glu Thr Val Ala Arg Pro Leu Phe Leu Glu Phe
Pro Lys Asp Ser Ser Thr Trp Thr Val Asp His Gin Leu Leu Trp Gly
Glu Ala Leu Leu lle Thr Pro Val Leu Gin Ala Gly Lys Ala Glu Val Thr
Gly Tyr Phe Pro Leu Gly Thr Trp Tyr Asp Leu Gin Thr Val Pro lle Glu
Ala Leu Gly Ser Leu Pro Pro Pro Pro Ala Ala Pro Arg Glu Pro Ala lle
His Ser Glu Gly GIn Trp Val Thr Leu Pro Ala Pro Leu Asp Thr lle Asn
Val His Leu Arg Ala Gly Tyr lle lle Pro Leu Gin Gly Pro Gly Leu Thr
Thr Thr Glu Ser Arg Gin GIn Pro Met Ala Leu Ala Val Ala Leu Thr Lys
Gly Gly Glu Ala Arg Gly Glu Leu Phe Trp Asp Asp Gly Glu Ser Leu
Glu Val Leu Glu Arg Gly Ala Tyr Thr Gin Val lle Phe Leu Ala Arg Asn
Asn Thr lle Val Asn Glu Leu Val Arg Val Thr Ser Glu Gly Ala Gly Leu
GlIn Leu GIn Lys Val Thr Val Leu Gly Val Ala Thr Ala Pro Gln Gin Val

Leu Ser Asn Gly Val Pro Val Ser Asn Phe Thr Tyr Ser Pro Asp Thr
Lys Val Leu Asp lle Cys Val Ser Leu Leu Met Gly Glu Gin Phe Leu

Val Ser Trp Cys
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En al menos una realizacion, la a-glucosidasa acida humana recombinante tiene una secuencia de aminoacidos de
GAA natural como se expone en la SEQ ID NO: 1, como se describe en la patente estadounidense nim. 8.592.362 y
tiene el nimero de acceso a GenBank AHE24104.1 (G1:568760974). En al menos una realizacién, la a-glucosidasa
acida humana recombinante tiene una secuencia de aminoacidos de GAA natural como la codificada en la SEQ ID
NO: 2, la secuencia de ARNm tiene el nimero de acceso de GenBank Y00839.1. En al menos una realizacion, la a-
glucosidasa acida humana recombinante tiene una secuencia de aminoacidos de GAA natural como se expone en la
SEQ ID NO: 3. En al menos una realizacion, la a-glucosidasa acida humana recombinante tiene una secuencia de
aminoacidos de GAA como se expone en la SEQ ID NO: 4 y tiene el nimero de acceso del National Center for
Biotechnology Information (NCBI} NP_000143.2. En al menos una realizacion, la a-glucosidasa &cida humana
recombinante es glucosidasa alfa, la enzima a-glucosidasa acida humana codificada por el mas predominante de los
nueve haplotipos observados del gen GAA.

En al menos una realizacion, la a-glucosidasa acida humana recombinante se expresa inicialmente como la secuencia
de 952 aminoacidos de longitud completa de GAA natural como se expone en la SEQ ID NO: 1, y la a-glucosidasa
acida humana recombinante sufre el procesamiento intracelular que extrae una porcién de los aminoacidos, p. gj., los
primeros 56 aminoacidos. Por consiguiente, la a-glucosidasa acida humana recombinante que es secretada por la
célula hospedante puede tener una secuencia de aminoacidos mas corta que la a-glucosidasa acida humana
recombinante que se expresa inicialmente dentro de la célula. En al menos una realizacién, la proteina mas corta
puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en la SEQ ID NO: 5, que difiere solo con respecto a la SEQ
ID NO: 1 en que los primeros 56 aminoacidos que comprenden el péptido sefial y el péptido precursor se han extraido,
por lo tanto, da como resultado una proteina que tiene 896 aminoacidos. Son también posibles otras variaciones en el
numero de aminodcidos, tales como tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 mas eliminaciones,
sustituciones e/o inserciones con respecto a la secuencia de aminoacidos descrita por la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID
NO: 5. En algunas realizaciones, el producto de rhGAA incluye una mezcla de moléculas de a-glucosidasa &cida
humana recombinante que tienen diferentes longitudes de aminoacidos.

En al menos una realizacién, la a-glucosidasa acida humana recombinante sufre modificaciones postraduccion y/o
quimicas en uno o mas residuos aminoacidicos en la proteina. Por ejemplo, los residuos metionina y triptéfano pueden
sufrir oxidacién. Como otro ejemplo, la glutamina del extremo N puede formar piro-glutamato. Como otro ejemplo, los
residuos asparagina pueden sufrir desamidacion en acido aspartico. Como incluso otro ejemplo, los residuos acido
aspartico pueden sufrir isomerizacion en acido iso-aspartico. Como incluso otro ejemplo, los residuos cisteina no
apareados en la proteina pueden formar uniones disulfuro con glutatién y/o cisteina libre. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, la enzima se expresa inicialmente con una secuencia de amino&cidos como se expone en la SEQ ID
NO: 1, la SEQ ID NO: 2 (0 como la codificada por SEQ ID NO: 2), la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO:
5, y la enzima sufre una o mas de estas modificaciones postraduccion y/o quimicas. Dichas modificaciones también
se encuentran dentro del alcance de la presente descripcion.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican GAA y dichas GAA humanas variantes también se contemplan y se
pueden usar para expresar de manera recombinante rhGAA segln la invencién. Preferiblemente, no mas de 70, 65,
60, 55, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 0 5 % de las moléculas de a-glucosidasa acida humana recombinante totales
carecen de una unidad de N-glicano que tiene uno o mas residuos manosa-6-fosfato o carece de una capacidad para
unirse al receptor de manosa-6-fosfato independiente de cation (CIMPR). Alternativamente, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 99 %, <100 % o mas de las moléculas de a-glucosidasa acida humana recombinante
comprenden al menos una unidad de N-glicano que tiene uno o mas residuos manosa-6-fosfato o tienen capacidad
para unirse a CIMPR.

Las moléculas de a-glucosidasa acida humana recombinante pueden tener 1, 2, 3 0 4 grupos manosa-6-fosfato (M6P)
en sus glicanos. Por ejemplo, solo un N-glicano en una molécula de a-glucosidasa acida humana recombinante puede
tener M6P (monofosforilado), un Unico N-glicano puede tener dos grupos M6P (bifosforilado), o dos N-glicanos
diferentes en la misma molécula de a-glucosidasa acida humana recombinante pueden tener cada uno grupos M6P
Unicos. Las moléculas de a-glucosidasa acida humana recombinante también puede tener N-glicanos que no tienen
grupos M6P. En otra realizacién, en promedio los N-glicanos contienen mas de 2,5 mol/mol de M6P y mas de 4 mol/mol
de acido sialico, de modo que la a-glucosidasa acida humana recombinante comprende en promedio al menos 2,5
moles de residuos manosa-6-fosfato por mol de a-glucosidasa acida humana recombinante y al menos 4 moles de
acido sialico por mol de a-glucosidasa acida humana recombinante. En promedio al menos aproximadamente 3, 4, 5,
6,7, 8,90 10 % de los glicanos totales en la a-glucosidasa acida humana recombinante pueden estar en forma de un
glicano mono-M6P, por ejemplo, aproximadamente 6,25 % de los glicanos totales pueden tener un Gnico grupo M6P
y, en promedio, al menos aproximadamente 0,5, 1, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 % de los glicanos totales en la a-glucosidasa
acida humana recombinante estan en forma de un glicano bis-M6P y, en promedio, menos de 25 % de la a-glucosidasa
acida humana recombinante total no contiene ningin glicano fosforilado que se une a CIMPR.

La a-glucosidasa acida humana recombinante puede tener un contenido promedio de N-glicanos que tienen M6P que
varia de 0,5 a 7,0 mol/mol de la a-glucosidasa acida humana recombinante o cualquier valor intermedio del
subintervalo que incluye 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 0 7,0 mol/mol de la a-glucosidasa
acida humana recombinante. La a-glucosidasa acida humana recombinante se puede fraccionar para proporcionar
preparaciones de a-glucosidasa acida humana recombinante con diferentes cantidades promedio de glicanos que
tienen M6P o tienen bis-M6P y permitir asi la personalizacion adicional de la a-glucosidasa &cida humana
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recombinante dirigida a los lisosomas en tejidos diana al seleccionar una fraccién particular o al combinar
selectivamente fracciones diferentes.

Hasta 60 % de los N-glicanos en la a-glucosidasa acida humana recombinante pueden estar completamente sialilados,
por ejemplo, hasta 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o 60 % de los N-glicanos pueden estar completamente sialilados.
En algunas realizaciones, de 4 a 20 % de los N-glicanos totales estan completamente sialilados. En otras realizaciones,
no mas de 5 %, 10 %, 20 % o 30 % de los N-glicanos en la a-glucosidasa acida humana recombinante tienen acido
sialico y un residuo galactosa terminal (Gal). Este intervalo incluye todos los valores intermedios y subintervalos, por
ejemplo, 7 a 30 % de los N-glicanos totales en la a-glucosidasa acida humana recombinante pueden tener acido sialico
y galactosa terminal. En incluso otras realizaciones, no mas de 5, 10, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 % de los N-glicanos en
la a-glucosidasa acida humana recombinante tienen solo una galactosa terminal y no contienen acido sialico. Este
intervalo incluye todos los valores intermedios y subintervalos, por ejemplo, de 8 a 19 % de los N-glicanos totales en
la a-glucosidasa acida humana recombinante en la composicion pueden tener solo galactosa terminal y no contienen
acido sialico.

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

En algunas realizaciones, la a-glucosidasa acida humana recombinante tendra, en promedio, 2,0 a 8,0 moles de
residuos acido sialico por mol de a-glucosidasa acida humana recombinante. Este intervalo incluye todos los valores
intermedios y subintervalos incluidos 2.0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6.0, 6,5, 7,0, 7,5 y 8,0 mol de residuos/mol de
a-glucosidasa acida humana recombinante.

Sin desear limitarse a la teoria, se cree que la presencia de unidades de N-glicano que tienen residuos acido sialico
puede evitar el aclaramiento no productivo de la a-glucosidasa acida humana recombinante mediante receptores de
asialoglicoproteina.

En una o mas realizaciones, la rhGAA tiene unidades de M6P y/o acido sialico en ciertos sitios de N-glicosilacion de
la proteina lisosdmica humana recombinante. Por ejemplo, hay siete posibles sitios de glicosilacion enlazados a N en
rhGAA. Estos posibles sitios de glicosilacion estan en las siguientes posiciones de la SEQ ID NO: 5: N84, N177, N334,
N414, N596, N826 y N869. De manera similar, para la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la SEQ ID
NO: 1, estos posibles sitios de glicosilacién estan en las siguientes posiciones: N140, N233, N390, N470, N652, N882
y N925. Otras variantes de rhGAA pueden tener sitios de glicosilacién similares, dependiendo de la ubicacion de los
residuos asparagina. Generalmente, las secuencias de ASN-X-SER o ASN-X-THR en la secuencia de aminoacidos
de la proteina indican sitios de glicosilacion, con la excepcién de que X no puede ser HIS ni PRO.

En varias realizaciones, la rhGAA tiene un cierto perfil de N-glicosilacion. En una o mas realizaciones, al menos 20 %
de la rhGAA esté fosforilada en el primer sitio de N-glicosilacion (p. ej., N84 en la SEQ ID NO: 5y N140 en la SEQ ID
NO: 1). Por ejemplo, al menos 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA puede estar fosforilada en el primer sitio de N-glicosilacion. Esta fosforilacion puede
ser el resultado de unidades de mono-M6P y/o bis-M6P. En algunas realizaciones, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA tiene una
unidad de mono-MB6P en el primer sitio de N-glicosilacién. En algunas realizaciones, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA tiene una
unidad de bis-M6P en el primer sitio de N-glicosilacién.

En una o més realizaciones, al menos 20 % de la rhGAA esta fosforilada en el segundo sitio de N-glicosilacion (p. ej.,
N177 en la SEQ ID NO: 5 y N223 en la SEQ ID NO: 1). Por ejemplo, al menos 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA puede estar fosforilada en el segundo
sitio de N-glicosilacion. Esta fosforilacion puede ser el resultado de unidades de mono-M6P y/o bis-M6P. En algunas
realizaciones, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA tiene una unidad de mono-M6P en el segundo sitio de N-glicosilacion. En algunas
realizaciones, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA tiene una unidad de bis-M6P en el segundo sitio de N-glicosilacién. En una o mas
realizaciones, al menos 5 % de la rhGAA esta fosforilada en el tercer sitio de N-glicosilacion (p. ej., N334 en la SEQ
ID NO: 5 y N390 en la SEQ ID NO: 1). En otras realizaciones, menos de 5 %, 10 %, 15 %, 20 % 0 25 % de la rhGAA
esta fosforilada en el tercer sitio de N-glicosilacion. Por ejemplo, el tercer sitio de N-glicosilacion puede tener una
mezcla de glicanos con alto contenido de manosa no fosforilados, glicanos complejos di, tri y tetra-antenarios y glicanos
hibridos como la especie principal. En algunas realizaciones, al menos 3 %, 5 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %,
35 %, 40 %, 45 % 0 50 % de la rhGAA esta sialilada en el tercer sitio de N-glicosilacién.
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En una o mas realizaciones, al menos 20 % de la rhGAA esta fosforilada en el cuarto sitio de N-glicosilacién (p. €j.,
N414 en la SEQ ID NO: 5 y N470 en la SEQ ID NO: 1). Por ejemplo, al menos 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %,
50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA puede estar fosforilada en el cuarto sitio
de N-glicosilacion. Esta fosforilacion puede ser el resultado de unidades de mono-M6P y/o bis-M6P. En algunas
realizaciones, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA tiene una unidad de mono-M6P en el cuarto sitio de N-glicosilacion. En algunas
realizaciones, al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA tiene una unidad de bis-M6P en el cuarto sitio de N-glicosilacién. En algunas
realizaciones, al menos 3 %, 5 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 % o0 25 % de la rhGAA estd sialilada en el cuarto sitio de N-
glicosilacion.

En una o mas realizaciones, al menos 5 % de la rhGAA esta fosforilada en el quinto sitio de N-glicosilacion (p. e€j.,
N596 en la SEQ ID NO: 5 y N692 en la SEQ ID NO: 1). En otras realizaciones, menos de 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o
25 % de la rhGAA esta fosforilada en el quinto sitio de N-glicosilacion. Por ejemplo, el quinto sitio de N-glicosilacién
puede tener glicanos complejos di-antenarios fucosilados como la especie principal. En algunas realizaciones, al
menos 3 %, 5 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA esta salilada en el quinto sitio de N-glicosilacién.

En una o mas realizaciones, al menos 5 % de la rhGAA esta fosforilada en el sexto sitio de N-glicosilacion (p. ej., N826
enla SEQ ID NO: 5y N882 en la SEQ ID NO: 1). En otras realizaciones, menos de 5 %, 10 %, 15 %, 20 % 0 25 % de
la rhGAA esta fosforilada en el sexto sitio de N-glicosilacién. Por ejemplo, el sexto sitio de N-glicosilacién puede tener
una mezcla de glicanos complejos di, tri y tetra-antenarios como la especie principal. En algunas realizaciones, al
menos 3 %, 5 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 % 0 95 % de la rhGAA esta salilada en el sexto sitio de N-glicosilacion.

En una o mas realizaciones, al menos 5 % de la rhGAA esta fosforilada en el séptimo sitio de N-glicosilaciéon (p. €j.,
N869 en la SEQ ID NO: 5y N925 en la SEQ ID NO: 1). En otras realizaciones, menos de 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o
25 % de la rhGAA esta fosforilada en el séptimo sitio de N-glicosilacion. En algunas realizaciones, menos de 40 %,
45 %, 50 %, 55 %, 60 % 0 65 % % de la rhGAA tiene cualquier glicano en el séptimo sitio de N-glicosilacion. En algunas
realizaciones, al menos 30 %, 35 % 0 40 % de la rhGAA tiene un glicano en el séptimo sitio de N-glicosilacion.

La a-glucosidasa acida humana recombinante se produce preferiblemente en células de ovario de hamster chino
(CHOQ), tales como la linea celular de CHO GA-ATB-200 o ATB-200-001-X5-14, o mediante un subcultivo o derivado
de dicho cultivo celular de CHO. Se pueden construir construcciones de ADN, que expresan variantes alélicas de a-
glucosidasa acida u otras secuencias de aminoacidos de a-glucosidasa acida variantes tales como las que son al
menos 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % idénticas a la SEQ ID NO: 1 o0 la SEQ ID NO: 5, y expresarse en células CHO. Estas
secuencias de aminoacidos de a-glucosidasa &cida variantes pueden contener eliminaciones, sustituciones e/o
inserciones con respecto a la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 5, tal como tener 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15 0 mas eliminaciones, sustituciones e/o inserciones con respecto a la secuencia de aminoacidos descrita por la
SEQ ID NO: 1 0la SEQ ID NO: 5. Los expertos en la técnica pueden seleccionar vectores alternativos adecuados para
transformar células CHO para la produccion de dichas construcciones de ADN.

Se pueden usar varios algoritmos y/o programas de alineacién para calcular la identidad entre dos secuencias,
incluidos FASTA, o BLAST que estan disponibles como parte del paquete de analisis de secuencias GCG (Universidad
de Wisconsin, Madison, Wis.), y se pueden usar con, p. €j., la configuracién predeterminada. Por ejemplo, se
contemplan polipéptidos que tienen al menos 90 %, 95 %, 98 % 0 99 % de identidad con respecto a polipéptidos
especificos descritos en la presente memoria y que preferiblemente exhiben sustancialmente las mismas funciones,
asi como un polinucleétido que codifica dichos polipéptidos. A menos que se indique de cualquier otra manera, una
puntuacién de similitud se basara en el uso de BLOSUM62. Cuando se usa BLASTP, el porcentaje de similitud se
basa en la puntuacién de positivos de BLASTP y el porcentaje de identidad secuencial se basa en la puntuacion de
identidades de BLASTP. Las "ldentidades" de BLASTP muestran el nimero y fraccién de los residuos totales en los
pares de secuencias con puntuaciones altas que son idénticas; y los "Positivos" de BLASTP muestran el nimero y
fraccion de residuos para los cuales las puntuaciones de alineacién tienen valores positivos y que son similares entre
si. Las secuencias de aminoacidos que tienen estos grados de identidad o similitud o cualquier grado intermedio de
identidad de similitud con respecto a las secuencias de aminoacidos descritas en la presente memoria estan
contempladas y abarcadas en la presente descripcion. Las secuencias polinucleotidicas de polipéptidos similares se
deducen al usar el codigo genético y se pueden obtener por medios convencionales, en particular, mediante la
traduccion inversa de su secuencia de aminoacidos al usar el codigo genético.

Los inventores descubrieron que se puede producir a-glucosidasa acida humana recombinante que tiene capacidad
superior para dirigirse a receptores de manosa-6-fosfato independientes de cation (CIMPR) y lisosomas celulares, asi
como patrones de glicosilacién que reducen su aclaramiento no productivo in vivo al usar células de ovario de hamster
chino (CHO). Estas células se pueden inducir para expresar la a-glucosidasa acida humana recombinante con niveles
significativamente mas altos de unidades de N-glicano que tienen uno o mas residuos manosa-6-fosfato que los
productos de a-glucosidasa acida humana recombinante convencionales tales como alglucosidasa alfa. La a-
glucosidasa acida humana recombinante producida por estas células, por ejemplo, como se ejemplifica mediante
ATB200, tiene significativamente mas residuos N-glicano con manosa-6-fosfato (mono-M6P) y bis-manosa-6-fosfato
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(bis-M6P) que se dirigen a células musculares que la a-glucosidasa acida convencional, tal como Lumizyme®. Sin
desear limitarse a la teoria, se cree que esta amplia glicosilacion permite que las células diana absorban de manera
mas eficaz la enzima ATB200 y, por lo tanto, se aclare de manera mas eficaz de la circulacién que otras a-glucosidasas
acidas humanas recombinantes, tales como, por ejemplo, alglucosidasa alfa, que tiene un contenido de M6P vy bis-
M6P mucho mas bajo. Se ha demostrado que ATB200 se une de manera eficaz a CIMPR y es absorbida de manera
eficaz por el musculo esquelético y el misculo cardiaco y tiene un patrén de glicosilacién que proporciona un perfil
farmacocinético favorable y reduce el aclaramiento no productivo in vivo.

También se contempla que la glicosilacion Unica de ATB200 puede contribuir a una reduccion de la inmunogenicidad
de ATB200 en comparacion con, por ejemplo, alglucosidasa alfa. Como lo apreciaran los expertos en la técnica, la
glicosilacion de proteinas con azlcares de mamifero conservados generalmente potencia la solubilidad del producto
y disminuye la aglomeracion e inmunogenicidad del producto. La glicosilacién altera indirectamente la
inmunogenicidad de la proteina al minimizar la aglomeracion de la proteina, asi como al proteger epitopos proteicos
inmunégenos contra el sistema inmunitario (Guidance for Industry - Immunogenicity Assessment for Therapeutic
Protein Products [Guia para la industria sobre evaluacién de la inmunogenicidad para productos proteicos terapéuticos],
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, Administracién de Alimentos y Medicamentos,
Centro para la evaluacion e investigacion de medicamentos y Centro para la evaluacion e investigacion de productos
biolégicos, agosto de 2014). Por lo tanto, en al menos una realizacion, la administracion de la a-glucosidasa acida
humana recombinante no induce anticuerpos anti-farmaco. En al menos una realizacién, la administracién de la a-
glucosidasa acida humana recombinante induce una incidencia mas baja de anticuerpos anti-farmaco en un sujeto
que el nivel de anticuerpos anti-farmaco inducido por la administracién de alglucosidasa alfa.

Como se describe en la solicitud de patente internacional copendiente PCT/US2015/053252, se pueden usar células
tales como células CHO para producir la rhGAA descrita en ella, y esta rhGAA se puede usar en la presente invencién.
Los ejemplos de dicha linea celular de CHO son GA-ATB-200 o ATB-200-001-X5-14, o un subcultivo de estas que
produce una composicién de rhGAA, como se describe en ella. Dichas lineas celulares de CHO pueden contener
multiples copias de un gen, tal como 5, 10, 15 0 20 o mas copias, de un polinucleétido que codifica GAA.

La rhGAA con alto contenido de M6P y bis-M6P, tal como ATB200 rhGAA, se puede producir al transformar células
CHO con una construccion de ADN que codifica GAA. Si bien las células CHO se usaron anteriormente para producir
rhGAA, no se aprecio que las células CHO transformadas se podrian cultivar y seleccionar de un modo que produciria
rhGAA con un contenido alto de glicanos con M6P y bis-M6P que se dirigen a los CIMPR.

De manera sorprendente, se descubrid que es posible transformar lineas celulares de CHO, seleccionar los
transformantes que producen rhGAA que contiene un alto contenido de glicanos que tienen M6P o bis-M6P que se
dirigen a CIMPR, y expresar de manera estable esta rhGAA con alto contenido de M6P. Por lo tanto, los métodos para
producir estas lineas celulares de CHO también se describen en la solicitud de patente internacional copendiente
PCT/US2015/053252. Este método implica transformar una célula CHO con ADN que codifica GAA o una variante de
GAA, seleccionar una célula CHO que integra de manera estable el ADN que codifica GAA en su(s) cromosoma(s) y
que expresa de manera estable GAA, y seleccionar una célula CHO que expresa GAA que tiene un alto contenido de
glicanos que tienen M6P o bis-M6P, y, opcionalmente, seleccionar una célula CHO que tiene N-glicanos con alto
contenido de acido sialico y/o que tiene N-glicanos con un contenido bajo no fosforilado alto en manosa. En al menos
una realizacion, la GAA tiene niveles bajos de glicanos complejos con galactosa terminal.

Estas lineas celulares de CHO se pueden usar para producir rhGAA y composiciones de rhGAA al cultivar la linea
celular de CHO y recuperar dicha composicion del cultivo de células CHO.

La a-glucosidasa acida humana recombinante, o una sal farmacéuticamente aceptable de esta, se puede formular
segun los procedimientos de rutina como una composicion farmacéutica adaptada para su administracién a seres
humanos. Por ejemplo, en una realizacion preferida, una composicién para administracién intravenosa es una
disolucién en tampo6n acuoso isoténico estéril. Cuando sea necesario, la composicién también puede incluir un agente
solubilizante y un anestésico local para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccién. Generalmente, los ingredientes se
proporcionan por separado o mezclados entre si en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo
liofilizado seco o un concentrado sin agua en un contenedor sellado herméticamente, tal como una ampolla o bolsita,
que indique la cantidad de agente activo. Cuando la composicién se debe administrar por infusién, se puede dispensar
con un frasco de infusién que contiene agua de grado farmacéutico estéril, disolucién salina o dextrosa/agua. Cuando
la composicién se administra por inyeccion, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccién o
disolucién salina de modo que los ingredientes se puedan mezclar antes de la administracion.

La a-glucosidasa acida (0 una composicién o medicamento que contiene a-glucosidasa acida humana recombinante)
se administra a través de una via apropiada. En una realizacién, la a-glucosidasa acida humana recombinante se
administra por via intravenosa. En otras realizaciones, la a-glucosidasa acida humana recombinante se administra
mediante administracion directa a un tejido diana, tal como musculo cardiaco o esquelético (p. ej., intramuscular), o al
sistema nervioso (p. €j., inyeccion directa en el cerebro; intraventricular; intratecal). Si se desea, se puede usar mas
de una via simultaneamente.
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La a-glucosidasa acida humana recombinante (0 una composicién o medicamento que contiene a-glucosidasa acida
humana recombinante) se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz (p. €j., una cantidad de dosificacion
que, cuando se administra en intervalos regulares, es suficiente para tratar la enfermedad, tal como al aliviar los
sintomas asociados con la enfermedad, prevenir o retardar la aparicién de la enfermedad, y/o disminuir la gravedad o
frecuencia de los sintomas de la enfermedad). La cantidad que sera terapéuticamente eficaz para el tratamiento de la
enfermedad dependera de la naturaleza y extension de los efectos de la enfermedad, y se puede determinar con
técnicas clinicas estandares. Ademas, se pueden emplear, opcionalmente, ensayos in vitro o in vivo para ayudar a
identificar intervalos de dosificacion 6ptimos. La dosis exacta que se va a emplear también dependera de la via de
administracién y la gravedad de la enfermedad, y se decidira segun la opinidon de un médico y las circunstancias de
cada paciente. Las dosis eficaces se pueden extrapolar a partir de curvas de respuesta a la dosis derivadas de
sistemas de evaluacion en modelos animales o in vitro. En al menos una realizacion, la a-glucosidasa acida humana
recombinante se administra mediante infusién intravenosa en una dosis de aproximadamente 5 mg/kg a
aproximadamente 30 mg/kg, normalmente de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg. En al menos
una realizacion, la a-glucosidasa acida humana recombinante se administra mediante infusion intravenosa en una
dosis de aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 15 mg/kg o aproximadamente 20
mg/kg. En al menos una realizacién, la a-glucosidasa acida humana recombinante se administra mediante infusion
intravenosa en una dosis de aproximadamente 20 mg/kg. La dosis eficaz de para un individuo particular se puede
variar (p. ej., aumentar o disminuir) con el tiempo, segun las necesidades del individuo. Por ejemplo, en momentos de
manifestaciones fisicas o estrés, o si aparecen o aumentan los anticuerpos anti-a-glucosidasa acida, o si los sintomas
de la enfermedad empeoran, se puede aumentar la cantidad.

La cantidad terapéuticamente eficaz de la a-glucosidasa acida (o0 una composicién o medicamento que contiene a-
glucosidasa acida humana recombinante) se administra en intervalos regulares, dependiendo de la naturaleza y la
extension de los efectos de la enfermedad, y de manera continua. La administracion en un "intervalo regular”, segun
se usa en la presente memoria, indica que la cantidad terapéuticamente eficaz se administra periddicamente (a
diferencia de una dosis Unica). El intervalo se puede determinar mediante técnicas clinicas estandares. En
realizaciones preferidas, la a-glucosidasa acida humana recombinante se administra mensualmente, bimensualmente;
semanalmente; bisemanalmente; o diariamente. El intervalo de administracion para un Unico individuo no debe
hacerse en un intervalo fijo, sino que puede variar con el tiempo, segun las necesidades del individuo. Por ejemplo,
en momentos de manifestaciones fisicas o estrés, si aparecen o aumentan los anticuerpos anti-a-glucosidasa acida
humana recombinante, o si los sintomas de la enfermedad empeoran, se puede disminuir el intervalo entre dosis. En
algunas realizaciones, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de 5, 10, 20, 50, 100 0 200 mg de enzima/kg
de peso corporal dos veces por semana, semanalmente o cada dos semanas con o0 sin una chaperona.

La a-glucosidasa acida humana recombinante de la invencién se puede preparar para uso posterior, tal como en un
vial o jeringa de dosificacién unitaria, o en un frasco o bolsa para administracion intravenosa. Los kits que contienen
la a-glucosidasa acida humana recombinante, asi como excipientes opcionales u otros ingredientes activos, tales
como chaperonas u otros farmacos, se pueden envasar en material de envase e ir acompafiados por instrucciones
para la reconstitucion, dilucion o dosificacion para tratar a un sujeto que necesita el tratamiento, tal como un paciente
que tiene la enfermedad de Pompe.

En al menos una realizacién, el miglustat y la a-glucosidasa acida humana recombinante se administran
simultaneamente. En al menos una realizacion, el miglustat y la a-glucosidasa acida humana recombinante se
administran secuencialmente. En al menos una realizacion, el miglustat se administra antes de la administracion de la
a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacion, el miglustat se administra menos de tres
horas antes de la administracién de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacion, el
miglustat se administra aproximadamente dos horas antes de la administracién de la a-glucosidasa acida humana
recombinante. En al menos una realizacién, el miglustat se administra menos de dos horas antes de la administracion
de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacién, el miglustat se administra
aproximadamente 1,5 horas antes de la administracion de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos
una realizacion, el miglustat se administra aproximadamente una hora antes de la administracion de la a-glucosidasa
acida humana recombinante. En al menos una realizacion, el miglustat se administra de aproximadamente 50 minutos
a aproximadamente 70 minutos antes de la administracién de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al
menos una realizacion, el miglustat se administra de aproximadamente 55 minutos a aproximadamente 65 minutos
antes de la administracion de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacién, el miglustat
se administra aproximadamente 30 minutos antes de la administraciéon de la a-glucosidasa acida humana
recombinante. En al menos una realizacién, el miglustat se administra de aproximadamente 25 minutos a
aproximadamente 35 minutos antes de la administracion de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos
una realizacién, el miglustat se administra de aproximadamente 27 minutos a aproximadamente 33 minutos antes de
la administracion de la a-glucosidasa acida humana recombinante.

En al menos una realizacion, el miglustat se administra simultaneamente con la administracion de la a-glucosidasa
acida humana recombinante. En al menos una realizacion, el miglustat se administra en los 20 minutos anteriores o
posteriores a la administracién de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacion, el
miglustat se administra en los 15 minutos anteriores o posteriores a la administracion de la a-glucosidasa acida
humana recombinante. En al menos una realizacion, el miglustat se administra en los 10 minutos anteriores o
posteriores a la administracién de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacion, el

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2965190 T3

miglustat se administra en los 5 minutos anteriores o posteriores a la administracién de la a-glucosidasa acida humana
recombinante.

En al menos una realizaciéon, el miglustat se administra después de la administracion de la a-glucosidasa acida humana
recombinante. En al menos una realizacion, el miglustat se administra hasta 2 horas después de la administracion de
la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacién, el miglustat se administra
aproximadamente 30 minutos después de la administracién de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al
menos una realizacién, el miglustat se administra aproximadamente una hora después de la administracion de la a-
glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacién, el miglustat se administra aproximadamente
1,5 horas después de la administracién de la a-glucosidasa acida humana recombinante. En al menos una realizacion,
el miglustat se administra aproximadamente 2 horas después de la administracién de la a-glucosidasa acida humana
recombinante.

Otro aspecto de la invencién proporciona un kit para la politerapia de la enfermedad de Pompe en un paciente que lo
necesita. El kit incluye una forma de dosificacién farmacéuticamente aceptable que comprende miglustat, una forma
de dosificaciéon farmacéuticamente aceptable que comprende una a-glucosidasa acida humana recombinante como
se define en la presente memoria, e instrucciones para administrar la forma de dosificacién farmacéuticamente
aceptable que comprende miglustat y la forma de dosificaciéon farmacéuticamente aceptable que comprende la
recombinante a-glucosidasa acida a un paciente que lo necesita. En al menos una realizacion, la forma de dosificacion
farmacéuticamente aceptable que comprende miglustat es una forma de dosificacion oral como se describe en la
presente memoria, que incluye, pero no se limita a, un comprimido o una capsula. En al menos una realizacion, la
forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable que comprende una a-glucosidasa acida humana recombinante
es una disolucién estéril adecuada para inyeccion, como se describe en la presente memoria. En al menos una
realizacion, las instrucciones para administrar las formas de dosificacion incluyen instrucciones para administrar la
forma de dosificacion farmacéuticamente aceptable que comprende miglustat oralmente antes de administrar la forma
de dosificacion farmacéuticamente aceptable que comprende la a-glucosidasa acida humana recombinante por
infusién intravenosa, como se describe en la presente memoria.

Sin desear limitarse a la teoria, se cree que el miglustat actia como una chaperona farmacolégica para la a-
glucosidasa acida humana recombinante ATB200 y se une a su sitio activo. Por lo tanto, como se observa en la Figura
1, se ha descubierto que el miglustat disminuye el porcentaje de proteina ATB200 mal plegada y estabiliza la
conformacion activa de ATB200, previene la desnaturalizacion e inactivacion irreversible en el pH neutro del plasma y
permite que sobreviva en condiciones en la circulacion suficientemente extensas para alcanzar y ser absorbida por
los tejidos. Sin embargo, la unién de miglustat al sitio activo de ATB200 también puede provocar la inhibicién de la
actividad enzimatica de ATB200 al evitar que el sustrato natural, el glucogeno, acceda al sitio activo. Se cree que
cuando el miglustat y la a-glucosidasa acida humana recombinante se administran a un paciente en las condiciones
descritas en la presente memoria, la concentraciones de miglustat y ATB200 dentro del plasma y los tejidos son tales
que la ATB200 se estabiliza hasta que puede ser absorbida por los tejidos y dirigida a los lisosomas, pero, debido al
rapido aclaramiento del miglustat, la hidrélisis del glucégeno mediante ATB200 dentro de los lisosomas no se inhibe
en demasia por la presencia del miglustat, y la enzima conserva suficiente actividad para ser terapéuticamente Util.

Todas las realizaciones descritas anteriormente se pueden combinar. Esto incluye, en particular, realizaciones
relacionadas con:

la naturaleza de la chaperona farmacolégica, por ejemplo, miglustat; y el sitio activo para el cual es especifica;

la dosificacién, la via de administraciéon de la chaperona farmacologica (miglustat) y el tipo de composicion
farmacéutica que incluye la naturaleza del portador y el uso de composiciones disponibles comercialmente;

la naturaleza del farmaco, p. ej., el medicamento de proteina terapéutica que puede ser una contraparte de una
proteina enddgena cuya expresion estad reducida o ausente en el sujeto, adecuadamente la a-glucosidasa &cida
humana recombinante, por ejemplo, la a-glucosidasa acida humana recombinante expresada en células de ovario de
hamster chino (CHO) y que comprende un contenido mayor de unidades de N-glicano que tienen uno o mas residuos
manosa-6-fosfato en comparacién con un contenido de unidades de N-glicano que tienen uno o mas residuos manosa-
6-fosfato de alglucosidasa alfa; y adecuadamente que tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la
SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2 (0 como la codificada por la SEQ ID NO: 2), la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4 0 la
SEQ ID NO: 5;

el nimero y tipo de unidades de N-glicano en la a-glucosidasa acida humana recombinante, p. ej., N-acetilglucosamina,
galactosa, acido sialico o N-glicanos complejos formados a partir de combinaciones de estos) acoplados a la a-
glucosidasa acida humana recombinante;

el grado de fosforilacion de unidades de manosa en la a-glucosidasa acida humana recombinante para formar manosa-
6-fosfato y/o bis-manosa-6-fosfato;

la dosificacion y via de administracion (p. ej., administracion intravenosa, especialmente, infusion intravenosa, o
administracion directa al tejido diana) de la enzima de reemplazo (a-glucosidasa acida humana recombinante) y el tipo
de formulacion que incluye portadores y cantidad terapéuticamente eficaz;
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el intervalo de dosificacion de la chaperona farmacolégica (miglustat) y la a-glucosidasa acida humana recombinante;

la naturaleza de la respuesta terapéutica y los resultados de la politerapia (p. €]., mejores resultados en comparacion
con el efecto de cada terapia llevada a cabo individualmente);

la pauta de administracion de la politerapia, p. €j., administracién simultanea del miglustat y la a-glucosidasa acida
humana recombinante o administracién secuencial, por ejemplo, en donde el miglustat se administra antes de la a-
glucosidasa acida humana recombinante o después de la a-glucosidasa acida humana recombinante o dentro de un
cierto tiempo antes o después de la administracion de la a-glucosidasa acida humana recombinante; y la naturaleza
del paciente en tratamiento (p. ej. mamifero tal como un ser humano) y la afecciéon que padece el individuo (p. €j.,
insuficiencia enzimatica).

Cualquiera de las realizaciones de la lista anterior puede combinarse con una o mas de las realizaciones en la lista.
EJEMPLOS

Otros rasgos de la presente invencién resultaran evidentes a partir de los siguientes ejemplos no limitantes que ilustran,
a modo de ejemplo, los principios de la invencién.

Ejemplo 1: Limitaciones de los productos de rhGAA Myozyme® y Lumizyme® existentes

Para evaluar la capacidad de la rhGAA en Myozyme® y Lumizyme®, los Unicos tratamientos aprobados en la
actualidad para la enfermedad de Pompe, estas preparaciones de rhGAA se inyectaron en una columna de CIMPR
(que se une a rhGAA que tienen grupos M6P) y posteriormente se eluyeron con un gradiente de M6 libre. Las
fracciones se recogieron en una placa de 96 pocillos y se sometié a ensayo la actividad de GAA mediante el sustrato
4MU- a - glucosa. Las cantidades relativas de rhGAA unida y no unida se determinaron en funcién de la actividad de
GAA y se informaron como la fraccién de enzima total.

Las Figuras 2A-B describen los problemas asociados con las ERT convencionales (Myozyme® y Lumizyme®): 73 %
de la rhGAA en Myozyme® (Figura 2B) y 78 % de la rhGAA en Lumizyme® (Figura 2A) no se unieron al CIMPR, ver
los picos més hacia la izquierda en cada figura. Solo el 27 % de la rhGAA en Myozyme® y el 22 % de la rhGAA en
Lumizyme® contenian M6P que puede ser productivo para dirigirlo al CIMPR en las células musculares.

Una dosis eficaz de Myozyme® y Lumizyme® corresponde a la cantidad de rhGAA que contiene M6BP que se dirige al
CIMPR en las células musculares. Sin embargo, la mayor parte de la rhGAA en estos dos productos convencionales
no se dirige al receptor CIMPR en las células musculares diana. La administracion de una rhGAA convencional donde
la mayor parte de la rhGAA no se dirige a las células musculares aumenta el riesgo de reaccién alérgica o induccién
de inmunidad contra la rhGAA a la que no se dirige.

Ejemplo 2: Preparacion de células CHO que producen la rhGAA ATB200 gue tiene alto contenido de N-glicanos que
tienen mono o bis-M6P.

Se transfectaron células CHO con ADN que expresa rhGAA con la posterior seleccion de los transformantes que
producen rhGAA. Una construccion de ADN para transformar células CHO con ADN que codifica rhGAA se muestra
en la Figura 3. Se transfectaron células CHO con ADN que expresa rhGAA con la posterior seleccion de los
transformantes que producen rhGAA.

Después de la transfeccion, las células DG44 CHO (DHFR-) que contenian un gen GAA integrado establemente se
seleccionaron con medio deficiente para hipoxantina/timidina (-HT)). La amplificacion de la expresién de GAA en estas
células se indujo mediante tratamiento con metotrexato (MTX, 500 nM). Se identificaron los concentrados celulares
que expresaban altas cantidades de GAA mediante ensayos de actividad enzimatica de GAA y se usaron para
establecer clones individuales productores de rhGAA. Los clones individuales se generaron sobre placas de medios
semisOlidos, se recogieron mediante el sistema ClonePix y se transfirieron a placas de 24 pocillos profundos. Los
clones individuales se sometieron a ensayo para la actividad enzimatica de GAA para identificar clones que
expresaban un nivel alto de GAA. Los medios acondicionados para determinar la actividad de GAA usaron un sustrato
de 4-MU-a-glucopiranésido a-glucosidasa. Los clones que produjeron los niveles mas altos de GAA segun se midieron
mediante ensayos enzimaticos de GAA se evaluaron adicionalmente para determinar su viabilidad, capacidad de
crecimiento, productividad de GAA, estructura de N-glicano y expresion de proteina estable. Las lineas celulares de
CHOQ, incluida la linea celular de CHO GA-ATB-200, que expresan rhGAA con mas N-glicanos con mono-M6P o bis-
MG6P se aislaron al usar este procedimiento.

Ejemplo 3: Captura y purificaciéon de rhGAA ATB200

Se produjeron multiples lotes de la rhGAA segun la invencién en matraces de agitacion y en biorreactores de perfusion
al usar la linea celular de CHO GA-ATB-200 y se midi6 la unién a CIMPR. Se observé una unién al receptor CIMPR
similar (~70 %) a la que se muestra en la Figura 4B y la Figura 5A para la rhGAA ATB200 purificada a partir de
diferentes lotes de produccion, lo que indica que la rhGAA ATB200 se puede producir de manera consistente. Como
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se muestra en las Figuras 2A, 2B, 4A y 4B, las rhGAA Myozyme® y Lumizyme® exhibieron una unién a CIMPR
significativamente menor que la rhGAA ATB200.

Ejemplo 4: Comparacion analitica de ATB200 con Lumizyme®

Se uso6 cromatografia de liquidos con intercambio aniénico débil ("WAX") para fraccionar la rhGAA ATB200 segun el
fosfato terminal. Se generaron perfiles de elucion al eluir la ERT con cantidades decrecientes de sal. Los perfiles se
monitorearon mediante UV (A280nm). La rhGAA ATB200 se obtuvo de células CHO y se purificd. La Lumizyme® se
obtuvo de una fuente comercial. La Lumizyme® exhibi6é un pico alto en la parte izquierda de su perfil de elucion. La
rhGAA ATB200 exhibié cuatro picos prominentes que se eluyeron a la derecha de Lumizyme® (Figura 6). Esto
confirma que la rhGAA ATB200 estaba fosforilada en mayor medida que la Lumizyme® dado que esta evaluacion es
por carga terminal en lugar de afinidad por CIMPR.

Ejemplo 5: Caracterizacién de oligosacaridos de rhGAA ATB200

Se evaluaron los glicanos de rhGAA ATB200 y Lumizyme® purificados mediante MALDI-TOF para determinar las
estructuras de glicanos individuales hallados en cada ERT (Figura 7). Se hallé que las muestras de ATB200 contienen
cantidades menores de N-glicanos de tipo con alto contenido de manosa no fosforilados que Lumizyme®. El contenido
mas alto de glicanos con M6P en ATB200 que en Lumizyme®, dirige la rhGAA ATB200 a las células musculares de
manera mas eficaz. El porcentaje alto de estructuras monofosforiladas y bisfosforiladas determinado mediante MALDI
concuerda con los perfiles de CIMPR que ilustraron una unién significativamente mayor de ATB200 al receptor CIMPR.
El andlisis de N-glicano a través de espectrometria de masas MALDI-TOF confirmé que en promedio cada molécula
de ATB200 contiene al menos una estructura de N-glicano con bis-M6P natural. Este contenido de N-glicano con bis-
M6P mas alto en la rhGAA ATB200 se correlaciona directamente con la alta afinidad de unién a CIMPR en los ensayos
de unién a placa con receptor de M6P (KD aproximadamente 2-4 nM), Figura 9A.

La rhGAA ATB200 también se analizé para determinar los perfiles de N-glicanos especificos para un sitio al usar dos
técnicas analiticas de LC-MS/MS diferentes. En el primer andlisis, la proteina se desnaturalizd, se redujo, se alquilé y
se digiri6 antes del analisis de LC-MS/MS. Durante la desnaturalizacion y reduccion de la proteina, se agregaron 200
Lg de muestra de proteina, 5 uL 1 mol/L de tris-HCI (concentracién final 50mM), 75 puL 8 mol/L de guanidina HCI
(concentracion final: 6 M), 1 uL 0,5 mol/L de EDTA (concentracion final 5§ mM), 2 uL 1 mol/L de DTT (concentracion
final 20 mM) y agua Milli-Q® a un tubo de 1,5 mL hasta proporcionar un volumen total de 100 pL. La muestra se mezclo
e incub6 a 56 °C durante 30 minutos en un bafio seco. Durante la alquilacién, la muestra de proteina desnaturalizada
y reducida se mezcl6 con 5 L 1 mol/L de yodoacetamida (IAM, por sus siglas en inglés, concentracion final 50 mM),
después se incub6 a 10-30 °C en la oscuridad durante 30 minutos. Después de la alquilacion, se agregaron 400 pL
de acetona preenfriada a la muestra y la mezcla se congel6 a -80 °C de refrigeracion durante 4 horas. La muestra
después se centrifugd durante 5 min a 13000 rpm a 4 °C y se retir el sobrenadante. Se agregaron 400 pL de acetona
preenfriada a los granulos, que después se centrifugaron durante 5 min a 13000 rpm a 4 °C y se retir6 el sobrenadante.
La muestra después se sec6 con aire sobre hielo en la oscuridad para retirar el residuo de acetona. Se agregaron 40
uL de urea 8My 160 uL de NHsHCO3 100 mM a la muestra para disolver la proteina. Durante la digestion con tripsina,
se agregaron después 50 ug de la proteina con tampén de digestion con tripsina hasta un volumen final de 100 pL, y
se agregaron 5 pL 0,5 mg/mL de tripsina (relacién entre proteina y enzima de 20/1 p/p). La disolucion se mezcld bien
y se incub6 durante la noche (16 + 2 horas) a 37 °C. Se agregaron 2,5 pL de TFA al 20 % (concentracion final 0,5 %)
para desactivar la reaccion. La muestra después se analizo al usar el espectrometro de masas Thermo Scientific
Orbitrap Velos Pro™.

En el segundo analisis de LC-MS/MS, |la muestra de ATB200 se prepard segun un procedimiento de desnaturalizacion,
reduccion, alquilacion y digestion similar, excepto que se us6 acido yodoacético (IAA, por sus siglas en inglés) como
el reactivo de alquilacion en lugar de IAM, y después se analiz6 al usar el espectrometro de masas Thermo Scientific
Orbitrap Fusion Lumos Tribid™.

En un tercer analisis de LC-MS/MS, la muestra de ATB200 se prepard segun un procedimiento de desnaturalizacion,
reduccion, alquilacion y digestion similar al usar yodoacetamida (IAM) como el reactivo de alquilacion y después se
analizé al usar el espectrémetro de masas Thermo Scientific Orbitrap Fusion.

Los resultados del primer y segundo andlisis se muestran en las Figuras 8B-8H y el resultado del tercer analisis se
muestra en la Figura 8A. En las Figuras 8B-8H, los resultados del primer andlisis se representan mediante la barra
izquierda (gris oscura) y los resultados del segundo analisis se representan mediante la barra derecha (gris clara). En
las Figuras 8B-8H, la nomenclatura de simbolos para la representacion de glicanos esta de conformidad con Varki, A.,
Cummings, R.D., Esko J.D., et al., Essentials of Glycobiology, 2da edicién (2009). En las Figuras 8A-8H, los sitios de
glicosilacion se exponen con respecto a la SEQ ID NO: 5: N84, N177, N334, N414, N596, N826 y N869. Para la
secuencia de aminoacidos de longitud completa de la SEQ ID NO: 1, estos posibles sitios de glicosilacion estan en las
siguientes posiciones: N140, N233, N390, N470, N652, N882 y N925.

Como puede observarse a partir de las Figuras 8B-8H, los primeros dos analisis proporcionaron resultados similares,

aungue hubo alguna variacién entre los resultados. Esta variacion puede deberse a varios factores, incluido el
instrumento usado y la exhaustividad del analisis de N-glicanos. Por ejemplo, si no se identificaron y/o cuantificaron
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algunas especies de glicanos fosforilados, entonces el numero total de glicanos fosforilados puede estar
subrepresentado, y el porcentaje de rhGAA que tiene glicanos fosforilados en dicho sitio puede estar subrepresentado.
Como ejemplo adicional, si no se identificaron y/o cuantificaron algunas especies de glicanos no fosforilados, entonces
el numero total de glicanos no fosforilados puede estar subrepresentado, y el porcentaje de rhGAA que tiene glicanos
fosforilados en dicho sitio puede estar sobrerrepresentado.

La Figura 8A muestra la ocupacion del sitio de N-glicosilacion de ATB200. Como puede observarse a partir de la Figura
8A, el primer, segundo, tercero, cuarto, quinto y sexto sitios de N-glicosilacién estan en su mayoria ocupados, con
aproximadamente 90 % y hasta aproximadamente 100 % de la enzima ATB200 que tiene un glicano detectado en
cada sitio potencial. Sin embargo, el séptimo sitio de N-glicosilacion potencial esta glicosilado aproximadamente la
mitad de las veces.

La Figura 8B muestra el perfil de N-glicosilacién del primer sitio, N84. Como se puede observar a partir de la Figura
8B, la principal especie de glicanos es glicanos bis-M6P. Tanto el primero como el segundo analisis detectaron que
mas del 75 % de ATB200 tenia un glicano bis-M6P en el primer sitio.

La Figura 8C muestra el perfil de N-glicosilacion del segundo sitio, N177. Como se puede observar a partir de la Figura
8C, la principal especie de glicanos es glicanos mono-M6P y glicanos con alto contenido de manosa no fosforilados.
Tanto el primero como el segundo analisis detectaron que mas del 40 % de ATB200 tenia un glicano mono-M6P en el
segundo sitio.

La Figura 8D muestra el perfil de N-glicosilacion del tercer sitio, N334. Como se puede observar a partir de la Figura
8D, la principal especie de glicanos es glicanos con alto contenido de manosa no fosforilados, glicanos complejos di,
tri y tetra-antenarios y glicanos hibridos. Tanto el primero como el segundo analisis detectaron que mas del 20 % de
ATB200 tenia un residuo acido sialico en el tercer sitio.

La Figura 8E muestra el perfil de N-glicosilaciéon del cuarto sitio, N414. Como se puede observar a partir de la Figura
8E, la principal especie de glicanos es glicanos bis-M6P y mono-M6P. Tanto el primero como el segundo analisis
detectaron que mas del 40 % de ATB200 tenia un glicano bis-M6P en el cuarto sitio. Tanto el primero como el segundo
analisis también detectaron que mas del 25 % de ATB200 tenia un glicano mono-M6P en el cuarto sitio.

La Figura 8F muestra el perfil de N-glicosilaciéon del quinto sitio, N596. Como se puede observar a partir de la Figura
8F, la principal especie de glicanos son glicanos complejos di-antenarios fucosilados. Tanto el primero como el
segundo analisis detectaron que mas del 70 % de ATB200 tenia un residuo acido sialico en el quinto sitio.

La Figura 8G muestra el perfil de N-glicosilacion del sexto sitio, N826. Como se puede observar a partir de la Figura
8G, la principal especie de glicanos son glicanos complejos di, tri y tetra-antenarios. Tanto el primero como el segundo
analisis detectaron que mas del 80 % de ATB200 tenia un residuo acido sialico en el sexto sitio.

La Figura 8H muestra un resumen de la fosforilacion en cada uno de los primeros seis sitios de N-glicosilacion
potenciales. Como se puede observar a partir de la Figura 8H, tanto el primero como el segundo analisis detectaron
niveles de fosforilacion altos en los sitios primero, segundo y cuarto. Ambos analisis detectaron que mas de 80 % de
ATB200 estaba mono o difosforilado en el primer sitio, mas de 40 % de ATB200 estaba monofosforilado en el segundo
sitio, y mas de 80 % de ATB200 estaba mono o difosforilado en el cuarto sitio.

Ejemplo 6: Caracterizacion de la afinidad por CIMPR de ATB200

Ademas de tener un mayor porcentaje de rhGAA que se puede unir al CIMPR, es importante entender la calidad de la
interaccion. Se determind la unién de Lumizyme® y rhGAA ATB200 al receptor mediante el uso de un ensayo de unién
a placa con CIMPR. A grandes rasgos, se usaron placas recubiertas con CIMPR para capturar GAA. Se aplicaron
concentraciones variables de rhGAA al receptor inmovilizado y se retiré por lavado la rhGAA no unida. La cantidad de
rhGAA restante se determind mediante actividad de GAA. Como se muestra en la Figura 9A, la rhGAA ATB200 se
unio a CIMPR significativamente mejor que Lumizyme®.

La Figura 9B muestra el contenido relativo de glicanos bis-M6P en Lumizyme®, una rhGAA convencional, y ATB200
segun la invencién. Para Lumizyme® hay en promedio solo 10 % de moléculas que tienen un glicano bisfosforilado.
En cambio, en ATB200, cada molécula de rhGAA tiene en promedio al menos un glicano bisfosforilado.

Ejemplo 7: Los fibroblastos internalizan de manera mas eficaz rthGAA ATB200 que Lumizyme®

Se comparé la captacién celular relativa de rhGAA ATB200 y Lumizyme® al usar lineas celulares de fibroblastos
normales y con Pompe. Las comparaciones implicaron 5-100 nM de rhGAA ATB200 segun la invencién con 10-500
nM de rhGAA convencional Lumizyme®. Después de una incubacién de 16 h, la rhGAA externa se inactivo con base
TRIS y las células se lavaron 3 veces con PBS antes de recogerse. La GAA internalizada se midié mediante hidrdlisis
de 4MU-a-Glucésido y se graficéd con respecto a la proteina celular total y los resultados aparecen en las Figuras 10A-
B.
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También se mostré que la rhGAA ATB200 se internaliza de manera eficaz en células (Figura 10A y 10B),
respectivamente, muestran que la rhGAA ATB200 se internaliza en fibroblastos normales y con Pompe y que se
internaliza en mayor grado que la rhGAA convencional Lumizyme®. La rhGAA ATB200 satura los receptores celulares
con aproximadamente 20 nM, mientras que se necesitan aproximadamente 250 nM de Lumizyme®. La constante de
eficacia de captacion (Kcaptacion) extrapolada a partir de estos resultados es 2-3 nm para ATB200 y 56 nM para
Lumizyme® como se muestra en la Figura 10C. Estos resultados sugieren que la rhGAA ATB200 es un tratamiento
bien dirigido para la enfermedad de Pompe.

Ejemplo 8: Modelado de farmacocinética poblacional (PK) para ATB200 y miglustat

Los datos farmacocinéticos para la a-glucosidasa acida (ATB200), incluidos los tiempos de muestreo, historial de
dosificacion y concentraciones plasmaticas de a-glucosidasa acida, se obtuvieron a partir de ratones, ratas y monos
a los que se administré ATB200 por inyeccion intravenosa. Los datos farmacocinéticos para miglustat y duvoglustat
en plasma y tejido se recogieron a partir de seres humanos o a partir de ratones.

El modelado y las simulaciones se llevaron a cabo al usar Phoenix® NLME™ v1.3. Se construyen modelos de PK
compartimentales para evaluar la PK de ATB200 en plasma. Los modelos incluyen:

. Descripcién de las relaciones entre concentracion plasmatica y tiempo;

. Un componente de varianza que caracteriza la variabilidad entre animales y dentro de ellos en parametros
del modelo; y

. Un componente que describe la incertidumbre en el conocimiento sobre componentes del modelo

fundamentales.

Los modelos de efectos mixtos no lineales (NLME, por sus siglas en inglés) tienen la forma:
C, =C(Du1.6)+¢,

91' = (61'1""’ Him)

donde Cpj es la concentracion en el tiempo de recoleccion 5™ (t;) para el animal i, D; representa el historial de
dosificacion para el animal /, 6; es el vector de los parametros PK para el animal / y ¢; es el error aleatorio asociado
con la concentracién j5™ para el animal /.

La variabilidad interindividual (BSV, por sus siglas en inglés) en los parametros se modela como una distribucién log-
normal:

Oin = OTVn exp ('7in)
(s ) ~ MVN (0,Q)

donde 67w es el valor tipico poblacional para el parametro PK nesime (. ej., aclaramiento) y ni es el efecto interanimal
aleatorio sobre el parametro nésm para el animal i. Los efectos aleatorios (n1,...,nim) se distribuyeron normalmente con
media 0 y la varianza estimada w? incluy6 la matriz OMEGA (Q).

Se asume que la PK es independiente en especies y se amplia segin una estrategia de Dedrick generalizada que
amplia la disposicién segun la potencia del peso corporal de un animal:

Clyyi= ag BW?
Vi = gy BW,

donde CL = aclaramiento sistémico, V = volumen de distribucion, BW = peso corporal, P = periférico, b y d = exponentes
alométricos, y a y ¢ = valores tipicos para un BW = 1. En este escenario, el exponente b y d se puede comparar con
valores mas generalizados aceptados en la literatura (b=0,75 y d =1,0). Se usan BW nominales (0,025, 0,25 y 2,5 kg)
en los analisis. La concentracion inicial de a-glucosidasa acida se modela como la Cinicial = indice de sintesis de a-
glucosidasa acida / CL y se puede extrapolar a seres humanos, dado que la Cincial €S especifica para la especie,
independiente de la concentracién de ATB200 y conocida en seres humanos con enfermedad de Pompe. Se determina
un modelo base al usar Phoenix® FOCE-ELS, para evaluar si un modelo de 1 o 2 compartimientos es mejor para
ajustar los datos. También se extrapolan visualmente las fuentes de variabilidad en la PK de a-glucosidasa acida y al
buscar el efecto de los diversos efectos relacionados con el tipo natural / la especie / la dosis sobre la PK.

Para ATB200, un modelo de dos compartimientos con eliminacion lineal caracteriza de manera adecuada los perfiles
de concentracion-tiempo de la actividad de a-glucosidasa acida para todos los niveles de dosis en todas las especies
animales. El modelo incluye un componente alométrico teérico que toma en consideracién la diferencia en peso
corporal entre las especies de animales en el aclaramiento (CL) y el volumen de distribucion (Vc). La bondad de ajuste
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de un modelo de PK poblacional para ATB200 se muestra en la Figura 11. Los parametros de PK poblacional para
ATB200 en estudios no clinicos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1:

'Valores  tipicos (error | Variabilidad

;Parametro de PK ‘estandar relativo (%)) {interindividual (%)

10,00957 x (BW/0,25)078 (5,1) |

EAcIaramiento sistémico (CL; L/h) .(3.2) 21,0
..................................................................................... ............................................ 0 ’83 .............. .....................................................
\Volumen de distribucion central (Vo; L) 53{071)01 X (BW0.25)™ (4.3) (5 5

i 078

Aclaramiento periférico (CLe; Lih) g?‘,‘gozo)zgo x  (BWO.25 e

EVqumen de distribucion periférico (V2; §0,000653 x (BW/0,25)0.28 NC

n (35,6)

| \Ratén: 0,00401 (8,1) ‘

iindice endégeno de sintesis de a- gRata' 0.0203 (13.3) NC

iglucosidasa acida (SYNT; mg/h)
| ‘Mono: 0,00518 (16,9)

BW: peso corporal

Los perfiles de concentracion-tiempo de miglustat (200 mg) en pacientes con enfermedad de Pompe se compara con
los obtenidos después de la administracién de duvoglustat en voluntarios sanos normales (rango de dosis: 50, 100,
250, 600 y 1000 mg). Los perfiles de concentracién en plasma-tiempo normalizados con respecto a la dosis de
miglustat y duvoglustat se muestran en la Figura 12. Dado que los perfiles de concentracion-tiempo de miglustat en
pacientes con enfermedad de Pompe son similares a los observados después de la dosificacion de duvoglustat en
sujetos sanos en 24 h, los datos de PK recogidos para duvoglustat en tejidos periféricos se usaron como un sustituto
para el modelo de exposicién a miglustat. Se usé un modelo de dos compartimientos con eliminacion lineal para
caracterizar los perfiles de concentracién-tiempo de duvoglustat en tejidos.

La bondad de ajuste del modelo de PK de duvoglustar se muestra en las Figuras 13A y 13B. Los parametros de PK
del modelo final de duvoglustat en plasma y tejido se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2:
ParametrodePKvalores .......... t|p|cos
(CV%) :
éVqumen de distribucion (V; L) 445 (7,41)
éAcIaramiento sistémico (CL; L/h) 944 (6,99)

‘Volumen de distribucion periférico (V2; L) 18,68 (19,39)

EAcIaramiento de compartimiento central (CL2; L/h) 30,205 (23,7)
EVqumen de distribucién intercompartimiento (VQ; L) 61 8 (21,2)
EConstante de indice de eliminacién (Keo) 30,378 (11,1)

28



10

15

ES 2965190 T3

‘Valores tipicos |

éParémetro de PK - (CV%)

EVqumen de distribucién intercompartimiento dentro del compartimiento 53390

Ecentral (VvQ2; L)
Aclaramlentodecompartlmlentoperlferlco(CL3L/h)880(772) ......................
Aclaram|ento|ntercompart|m|entoaparente(CLQL/h)406(106) ......................
Periodo de latencia (h) 01 76 (30,7)

éError estandar relativo del compartimiento central 50,477 (6,56)
Errorestandarrelatlvodelcompartlmlentoperlferlco0368(819)

iCV: coeficiente de variabilidad

Se construye un modelo de PK poblacional de miglustat en funcién de la dosificaciéon oral en ratones con Gaa
inactivado (KO). Los parametros de PK poblacional de miglustat en ratones Gaa KO se presentan en la Tabla 3. La
bondad de ajuste se muestra en la Figura 14. El modelo tiene un erro aditivo residual de 0,475 ng/mL.

Tabla 3:
EParémetro de PK éVanres tipicos (BSV%)
éConstante de velocidad de absorcién (Ka; h'') 209 (4,56)
AcIaram|entos|stem|co(CLmL/h)433(961) .................................................
Volumended|str|buc|oncentra|(VCmL)455(451) .................................................
éAcIaramiento periférico (CLq; mL/h) 457 (32,1)
éVqumen de distribucién periférico (V2; mL) 196 (23.,3)

EBSV: Variabilidad interindividual

Ejemplo 9: Modelado de pardmetros farmacocinéticos (PK) de a-glucosidasa &acida recombinante (ATB200) en seres

humanos

Se usaron modelos farmacocinéticos (Ejemplo 8) para llevar a cabo simulaciones y para predecir los perfiles de
concentracion-tiempo de la a-glucosidasa acida en sujetos humanos con enfermedad de Pompe en etapa avanzada
después de la dosificacion de ATB200. La funcion alométrica permitié el enlace del peso corporal con el aclaramiento
y el volumen de distribucion y, por lo tanto, permitié la prediccién de los parametros PK en un sujeto humano tipico
con un peso corporal de 70 kg. El modelo se personalizé al incluir un indice endbégeno de sintesis de a-glucosidasa
acida en seres humanos (Umapathysivam K, Hopwood JJ, Meikle PJ. Determination of acid alpha-glucosidase activity
in blood spots as a diagnostic test for Pompe disease. Clin Chem. (2001) Aug; 47(8): 1378-83).

Se prevé que una Unica dosis 1V de 20 mg/kg de ATB200 en seres humanos durante una infusién de 4 h dé como
resultado un perfil de concentracién-tiempo presentado en la Figura 15. Los parametros PK en un ser humano tipico
de 70 kg y los parametros de exposicion resultantes después de una infusién IV de 20 mg/kg de ATB200 en 4 h se
presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4:
Parametro farmacocinético §Valor previsto
Aclaramlentoslstemlco(CLL/h)0768 ..........................
Volumended|str|buc|oncentral(VCL) ................................................................................... 109 ............................
éArea bajo la curva, extrapolada hasta el infinito (AUCao-inf; mg-h/L) 51822
éConcentracién maxima (Cmax; mg/L) 5423
éTiempo en el que se logra la maxima concentracion (Tmax; h) 4
SemIVIda(T1/2h)217 ............................

El aclaramiento sistémico (CL) y el volumen de distribucion (V) previstos de ATB200 en un paciente tipico de 70 kg
son 0,768 L/hy 2,41 L, respectivamente.

Segun la ficha técnica del producto para Lumizyme® (alglucosidasa alfa), el aclaramiento sistémico de a-glucosidasa
acida en la Semana 52 después de la dosificaciéon repetida de Lumizyme® en pacientes con enfermedad de Pompe
en etapa avanzada es 601 mL/h (0,601 L/h) y la semivida de Lumizyme® es de 2,4 h. En funcién del modelo anterior,
se espera que el aclaramiento sistémico de ATB200 en sujetos adultos con enfermedad de Pompe sea
aproximadamente 28 % mas rapido que el informado para Lumizyme®. Ademas, el AUC previsto en seres humanos
después de una dosis de 20 mg/kg de ATB200 se espera que sea aproximadamente 25 % mas bajo (AUCe.nt: 1822
mg-h/L) que el AUC informado después de una dosis de 20 mg/kg de Lumizyme® (-2700 pg-h/mL).

Ejemplo 10: Modelos de exposicidn-respuesta para la reduccion de glucégeno

Se administra a-glucosidasa acida (ATB200) a ratones con Gaa inactivado por via intravenosa en una dosis de 5, 10
y 20 mg/kg, dosis orales crecientes de miglustat (1, 3 y 10 mg/kg) concomitantemente con la dosis intravenosa de 5 o
10 mg/kg de ATB200 o dosis orales crecientes de miglustat (1, 3, 5, 10, 20 y 30 mg/kg) concomitantemente con la
dosis intravenosa de 20 mg/kg de ATB200. Los niveles de glucégeno se miden como se describidé anteriormente
(Khanna, R, Flanagan, JJ, Feng, J, Soska, R, Frascella, M, Pellegrino, LJ et al. (2012). "The pharmacological
chaperone AT2220 increases recombinant human acid a-glucosidase uptake and glycogen reduction in a mouse model
of Pompe disease. PLoS One 7(7): e40776). Se calculan las relaciones entre los niveles de glucégeno observados
después de cada tratamiento con politerapia y los niveles de glucégeno observados después de la monoterapia
(relacién de glucégeno). Los resultados se proporcionan en la Tabla 5.

Tabla 5:

ETratamientos éGIucégeno (ng/mg de proteina)
, : Monoterapia Politerapia Relacién
EATBZOO EM' ustat {(combinacién  /
: T R IT e —— SRR ——— e : : )
(mg/kg) E(m%/kg) ‘Mediana  del Mediana del :Mediana del | (\) Emonoterapla)
: testudio nim. 1 estudio nim. :estudio nim. :

{(N) 12(N) 13 (N) '
5 NC 307 (N=7) NC NC

1195 (N=14)

20 NG 157(N=7)  NC
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e e e e e e e e e e e e e e e

ETratamientos éGIucégeno (ug/mg de proteinay)

: : Monoterapia Politerapia Relacién
EATBZOO EMi ustat 5 M g ‘(combinacién ~ /
| 5 ; . : ‘Mediana i - :
(mg/kg) E(m%/kg) ‘Mediana  del :Mediana del :Mediana del : () Emonoterapla)

testudio nam. 1 iestudio nim. {estudio nim.
~ : : :

323 (N=7)

5 3 NC 359 (N=6) NC

: o 252
10 3 Ne 252(N=7) NG o7 0973
10 NC 278(N=7) NC 278 1,07

3 NC 175 (N=7)  INC o7y 0967
| 163 (N=14) §2£314) 0,900
20 SRR RN R N—
' 145 (N=13) 2,\1]319) 0,652

1167 (N=6)

Ademas, las Figuras 15A a 15C muestran los efectos de administrar alglucosidasa alfa (Lumizyme®) y ATB200 sobre
el aclaramiento del glucégeno en ratones con Gaa inactivado. Se da a los animales dos administraciones de bolo IV
(cada dos semanas); los tejidos se recogen dos semanas después de la ltima dosis y se analizan para determinar la
actividad de a-glucosidasa &cida y el contenido de glucégeno.

5 Como se observa a partir de los resultados en la Tabla 5, se hall6 que ATB200 agota el glucdégeno en el tejido en
ratones con a-glucosidasa acida (Gaa) inactivada de manera dependiente de la dosis. La dosis de 20 mg/kg de
ATB200 elimin6é de manera consistente una proporcién mayor de glucégeno almacenado en ratones con Gaa
inactivado que los niveles de dosis de 5 y 10 mg/kg. Sin embargo, como se observa en las Figuras 15A a 15C, la
ATB200 que se administré con 5 mg/kg mostré una reduccion similar de glucogeno en el corazén y musculos

10 esqueléticos (cuadriceps y triceps) de raton a la de Lumizyme® administrado con 20 mg/kg, mientras que la ATB200
dosificada con 10 y 20 mg/kg mostré una reduccion significativamente mejor en los niveles de glucogeno en los
musculos esqueléticos que Lumizyme®.
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Ademas, las dosis de 10 y 20 mg/kg de miglustat coadministradas con ATB200 con 20 mg/kg dieron como resultado
una reduccién en los niveles de glucégeno en ratones con Gaa inactivado de 118 y 122 ug/mg de proteina,
respectivamente. La dosificacion de miglustat con 30 mg/kg causé menos reduccion de glucégeno. Sin desear limitarse
a la teoria, se que cree que con mayores concentraciones de miglustat, la inhibicién de a-glucosidasa acida en los
lisosomas puede superar los efectos beneficiosos de la chaperona y reducir, por lo tanto, la degradacion de glucégeno
en el lisosoma.

Se usan modelos farmacocinéticos (Ejemplo 8) para predecir la exposicién a a-glucosidasa acida y miglustat, con
ajuste del tiempo a los valores para los niveles de glucogeno lisosémico en el tejido en la Tabla 5. Se derivan relaciones
de exposiciéon en estado estacionario (AUC) (exposicion promedio en 24 horas) de miglustat/ATB200 para cada
combinacién de tratamiento evaluada, se grafican con respecto a la relacién de glucégeno correspondiente (Tabla 5)
y se ajustan segun una funcién matematica. La curva de exposicidn-respuesta se muestra en la Figura 17.

Como se observa a partir de los resultados en la Figura 17, la coadministracion de dosis de 10 y 20 mg/kg de miglustat
con una dosis de 20 mg/kg de ATB200 proporciona buena estabilidad de la actividad de a-glucosidasa acida en plasma,
mientras se maximiza la reduccién de glucoégeno. Se cree que dosis mas bajas de miglustat (1, 3 y 5 mg/kg) dan como
resultados una estabilizacién no 6ptima de la actividad de a-glucosidasa acida, mientras que se cree que las dosis
mas altas de miglustat (30 mg/kg) dan como resultado una inhibicién excesiva de la actividad de a-glucosidasa dentro
de los lisosomas.

En funcién de los modelos farmacocinéticos (Ejemplo 8), se espera que la relacion de AUC de miglustat/ATB200
observada de 0,01159 (10 mg/kg de miglustat coadministrados con 20 mg/kg de ATB200) corresponda a una dosis de
miglustat de aproximadamente 270 mg coadministrada con 20 mg/kg de ATB200 en un ser humano tipico de 70 kg.
Las relaciones de AUC de 0,01 y 0,02 corresponderian a dosis de miglustat de 233 y 466 mg, respectivamente,
coadministradas con 20 mg/kg de ATB200 en un sujeto tipico de 70 kg.

Ejemplo 11: Modelado de las concentraciones de miglustat/duvoglustat en seres humanos

Se usaron modelos farmacocinéticos (Ejemplo 8) para predecir la extension de tiempo en que las concentraciones en
plasma o tejido de duvoglustat (un sustituto de miglustat) permanecerian por encima de la Clso (la concentracion que
proporciona el 50 % de la inhibicion maxima de la actividad de a-glucosidasa acida) de miglustat en el plasma y el
lisosoma. La inhibicién de |a actividad de a-glucosidasa acida se determina mediante métodos descritos anteriormente
(Flanagan JJ, Rossi B, Tang K, Wu X, Mascioli K, et al. (2009) "The pharmacological chaperone 1-deoxynojirimycin
increases the activity and lysosomal trafficking of multiple mutant forms of acid alpha-glucosidase." Hum Mutat 30:
1683-1692). Se determiné el valor de Clso de miglustat en el pH del plasma (pH 7,0) como 170 ug/L, mientras que se
determiné el valor de Clso en el pH del compartimiento lisosémico (pH 5,2) como 377 pg/L.

Los resultados de la prediccion del modelo se presentan en la Tabla 6. Los perfiles de concentracion-tiempo previstos
de miglustat en plasma y lisosomas después de la dosificaciéon repetida se muestran en las Figuras 17 y 18,
respectivamente.

‘Dosis de miglustat (mg)

§Lisosoma (pH 5,2)
1100 13,1 0
1150 15,0 0

270 17,9 4,15

1300 18,4
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iDosis de miglustat (mg) iempo >Clso (h)

Plasma (pH 7,0) Lisosoma (pH 5,2)

19,96

En funcién de los resultados presentados en la Tabla 6 y las Figuras 17 y 18, se espera que una dosis de 260 mg de
miglustat se una y estabilice ATB200 en el plasma hasta 18 horas, mientras que se espera que la inhibicion de la
actividad de a-glucosidasa acida en el lisosoma durante solo 4 horas.

Ejemplo 12: Fisiologia y morfologia muscular en ratones con Gaa inactivado

Se da a ratones con Gaa inactivado dos administraciones por bolo 1V de a-glucosidasa acida humana recombinante
(alglucosidasa alfa o ATB200) con 20 mg/kg cada dos semanas. El miglustat se administra por via oral en
dosificaciones de 10 mg/kg a un subconjunto de animales tratados con ATB200 30 min antes de la administracion de
ATB200. Los ratones testigo se tratan solo con vehiculo. Se recoge tejido del séleo, cuadriceps y diafragma dos
semanas después de la Ultima dosis de a-glucosidasa acida humana recombinante. El tejido del s6leo y el diafragma
se analizan para determinar los niveles de glucégeno al tefiir con reactivo acido peryédico de Schiff (PAS), y la
proliferacion de lisosomas, al medir los niveles del marcador proteina de membrana asociada a lisosoma (LAMP1),
que aumenta en la enfermedad de Pompe. Las secciones semidelgadas de musculo de cuadriceps embebidas en
resina epoxi (Epon) se tifien con azul de metileno y se observan mediante microscopia electrénica (1000x) para
determinar la extensién de la presencia de vacuolas. Las muestras de misculo de cuadriceps se analizan
inmunohistoquimicamente para determinar los niveles de los marcadores de autofagia conjugado de proteina 1A/1B
asociada a microtUbulo-fosfatidiletanolamina 3 de cadena ligera (LC3A 1) y p62, el transportador de glucosa
dependiente de insulina GLUT4 y el transportador de glucosa independiente de insulina GLUT1.

En un estudio similar, se da a ratones con Gaa inactivado cuatro administraciones por bolo IV de a-glucosidasa acida
humana recombinante (alglucosidasa alfa 0 ATB200) con 20 mg/kg cada dos semanas. El miglustat se administra por
via oral en dosificaciones de 10 mg/kg a un subconjunto de animales tratados con ATB200 30 min antes de la
administracién de ATB200. Los ratones testigo se tratan solo con vehiculo. El tejido de musculo cardiaco se recoge
dos semanas después de la Ultima dosis de a-glucosidasa acida humana recombinante y se analiza para determinar
los niveles de glucégeno al tefiir con reactivo acido peryodico de Schiff (PAS), y la proliferacion de lisosomas, al medir
los niveles de LAMP1.

Como se observa en la Figura 20, la administracién de ATB200 mostr6 una reduccién en la proliferacion de lisosomas
en tejido del corazon, diafragma y musculo esquelético (séleoc) en comparacion con el tratamiento convencional con
alglucosidasa alfa, y la coadministracion de miglustat con ATB200 mostr6é una reduccién adicional significativa en la
proliferacion de lisosomas, proxima a los niveles observados en ratones naturales (WT). Ademas, como se observa
en la Figura 21, la administracién de ATB200 mostr6 una reduccién en los niveles de glucogeno punteados en tejido
del corazén y musculo esquelético (s6leo) en comparacion con el tratamiento convencional con alglucosidasa alfa, y
la coadministracion de miglustat con ATB200 mostr6 una reduccion adicional significativa, nuevamente préxima a los
niveles observados en ratones naturales (WT).

Asimismo, como se observa en la Figura 22, la coadministracion de miglustat con ATB200 redujo significativamente
el nimero de vacuolas en la fibora muscular en el cuadriceps de ratones con Gaa inactivado en comparacion con
ratones sin tratar y ratones tratados con alglucosidasa alfa. Como se observa en la Figura 23, los niveles de LC3 Il y
p62 aumentan en ratones con Gaa inactivado en comparacion con ratones naturales, pero se redujeron
significativamente después del tratamiento con ATB200 y miglustat, lo que indica que el aumento en la autofagia
asociado con la deficiencia de a-glucosidasa acida se reduce después de la coadministracién de ATB200 y miglustat.
Ademas, los niveles del transportador de glucosa dependiente de insulina GLUT4 y el transportador de glucosa
independiente de insulina GLUT1 aumentan en ratones con Gaa inactivado en comparacion con ratones naturales,
pero nuevamente, se reducen significativamente después del tratamiento con ATB200 y miglustat. Los niveles de
GLUT4 y GLUT1 elevados asociados con la deficiencia de a-glucosidasa acida pueden contribuir a aumentar la
captacién de glucosa en las fibras musculares y aumentar la sintesis de glucégeno basalmente y después de la ingesta
de alimentos. Por lo tanto, se hallé que el tratamiento por combinacién con ATB200 y miglustat mejora la morfologia
y fisiologia del musculo esquelético en un modelo de ratén de la enfermedad de Pompe.

Ejemplo 13: Toxicidad de ATB200 coadministrado con miglustat en monos cangrejeros

Se asignaron monos cangrejeros sin tratamiento de origen camboyano a grupos de dosis como se indican en la Tabla
7. Los animales se aclimataron a la sala del estudio durante 18 (hembras) a 19 (hombres) dias. En el dia final de la
aclimatacion, los animales pesaban entre 2,243 kg y 5,413 kg y tenian 2 a 3 afios.
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Tabla 7:
gArtl’cqu de i, Nivel —de Con_c. deéNﬂmero de animales {Necropsia el Dia 99
Grupo iprueba Via dosis dosis : (machos/hembras) (machos/hembras) |
(mg/kg) (mg/mL)
§Te5“99 Infusion
1 i(tampdn de Y 0 0 4/4 4/4
: iformulacién)
Miglustat NG 25 2,5 ‘
2 ..................................... |f ..... ’ ....................................................... 4/4 4/4
{ATB200 oon 50 5
‘ ‘Miglustat NG 175 17,5 :
Q 3 .................................... |f ..... " ’ ............................. 4/4 4/4
| {ATB200 oo 100 10 :
4 Miglustat NG 175 17,5 4/ 4/
5 ATB200 musion < 100 10 44 4/4

Se seleccionaron los niveles de dosis de prueba, en funcion de estudios anteriores en primates no humanos, para
proporcionar exposiciones (AUC) semejantes o ligeramente mayores (para el grupo con 25 mg/kg de miglustat y 50
mg/kg de ATB200) o aproximadamente 10 y 3 veces mayores que (para los grupos con 175 mg/kg de miglustat y/o
100 mg/kg de ATB200) las AUC clinicas esperadas en seres humanos a los que se administré una dosis de 260 mg
de miglustat y 20 mg/kg de ATB200 como se previeron a partir de los modelos farmacocinéticos del Ejemplo 8
(aproximadamente 20,9 hr-pg/mL y aproximadamente 1822 (hr-pg/mL), respectivamente). En estudios previos en
primates no humanos, se hallé que una dosis IV de 100 mg/kg de ATB200 dio como resultado un AUC de 5330
hr-ug/mL, y se extrapol6 una dosis oral de 175 mg/kg de miglustat para dar como resultado un AUC de 196 (hr-pg/mL).

La ATB200 se formula en tamp6n de fosfato de sodio 25 mM, a pH 6 que contiene 2,92 mg/mL de cloruro de sodio,
20 mg/mL de manitol y 0,5 mg/mL de polisorbato 80 (tampén de formulacion). El articulo de prueba (ATB200 o
miglustat) y el articulo testigo/vehiculo (tamp6n de formulacion) se administraron una vez cada dos semanas durante
13 semanas, comenzando el Dia 1 y terminando el Dia 85. La ATB200 y el articulo testigo/vehiculo se administraron
mediante una infusién intravenosa (1V) de 2 horas (+10 minutos) con 0 mg/kg (Grupo 1, articulo testigo), 50 mg/kg
(Grupo 2) o0 100 mg/kg (Grupos 3 y 5). El miglustat se administré6 nasogastricamente en agua estéril para inyeccion,
USP, con 25 mg/kg (Grupo 2) o 175 mg/kg (Grupos 3 y 4), 30 minutos (+2 minutos) antes del inicio de la infusion de
ATB200, cuando se proporciona en combinacion. El volumen de dosificacién en todos los grupos fue de 10 mL/kg.

Los parametros evaluados durante la fase en vida del estudio incluyeron pesos corporales, consumo de alimentos,
observaciones clinicas, observaciones clinicas detallas, exploraciones fisicas, electrocardiografia, evaluaciones
oftalmicas, patologia clinica (hematologia, coagulacién, quimica sérica), evaluacioén de anticuerpo anti-farmaco (ADA),
evaluacién de ADA neutralizante, analisis de orina y toxicocinética en plasma (TK) para la actividad de miglustat y
ATB200 y la proteina total. La necropsia terminal de los animales se llevd a cabo el Dia 99 (14 dias después de la
ultima administracion de dosis). En la necropsia, se registraron observaciones macroscopicas y los pesos de los
organos, y se recogieron tejidos para el examen microscopico.

Todos los animales sobrevivieron hasta el sacrificio programado y no hubo cambios atribuibles a la administracion de
ATB200, miglustat o a la coadministracién de ATB200 y miglustat durante las exploraciones fisicas ni durante la
evaluacién del consumo de alimentos, las observaciones clinicas, las observaciones clinicas detallas, los pesos
corporales, los parametros de oftalmologia o de ECG. Ademas, tampoco hubo cambios relacionados con ATB200,
miglustat, o ATB200/miglustat en el analisis de orina, la quimica sérica, los parametros de hematologia ni coagulacién,
ni durante la evaluacion de las observaciones macroscopicas, los pesos de los 6rganos o la histopatologia.

Anticuerpo anti-farmaco total (ADA) y anticuerpo neutralizante (NAb)

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2965190 T3

Los niveles de anticuerpo anti-farmaco total (ADA) y anticuerpo neutralizante (NAb) se miden en el plasma. Se
recogieron muestras de sangre (aproximadamente 1,6 mL) en tubos de K2EDTA de todos los animales una vez durante
la aclimatacion, previo a la dosis (antes de la administracion de miglustat) y en los Dias 1, 85 y 99. Las muestras se
mantuvieron sobre hielo himedo hasta su procesamiento. El plasma se obtuvo mediante centrifugacién a 2 °C a 8 °C
y se transfirieron alicuotas (aproximadamente 0,2 mL) a viales de polipropileno, y se almacenaron congeladas a -60 °C
a -86 °C dentro la hora siguiente a la recoleccion de la sangre. El analisis de las muestras para ADA se llevé a cabo
en muestras recogidas de animales en los Grupos 1, 2, 3, y 5 (las muestras de los que solo recibieron miglustat no se
analizaron). El analisis de los anticuerpos neutralizante se llevo a cabo al usar un ensayo enzimatico con el sustrato
fluorogeno 4-metilumbeliferil-a-D-glucopiranésido (4MU-Gilc).

Todos los animales en los Grupos de dosis de ATB200 (Grupos 2, 3, y 5) fueron positivos para el anticuerpo anti-
farmaco (ADA) en los Dias 85 y 99 (100 % de incidencia). Los valores variaron de 25600 a 409600 el Dia 85 y de
51200 a 819200 el Dia 99. No hubo ninguna tendencia obvia de aumento de los valores con el aumento del nivel de
dosis de ATB200. Cinco de 8 animales fueron positivos para el anticuerpo neutralizante (NAb) en el Grupo 2 (50 mg/kg
de ATB200 en combinacion con 25 mg/kg de miglustat) en los Dias 85 y 99. Dos de 8 fueron positivos para NAb el
Dia 85 en el Grupo 3 (100 mg/kg de ATB200 en combinacion con 175 mg/kg de miglustat) y 4 de 8 fueron positivos el
Dia 99. Dos de 8 fueron positivos para NAb el Dia 85 en el Grupo 5 (100 mg/kg de ATB200 en monoterapia) y 3 de 8
fueron positivos el Dia 99. No hubo ningln efecto obvio de ADA en la exposicién a ATB200 u otros parametros de TK.

Toxicocinética de ATB200

La toxicocinética de ATB200 se midi6é en muestras de sangre recogidas en tubos de K2EDTA de animales en los Dias
1y 85 en los siguientes puntos de tiempo:

Para los Grupos 1, 2, 3 y 5: Previo a la dosis (antes de la administracion de miglustat); 1 hora desde el inicio de la
infusién; 2 horas desde el inicio de la infusién; 2,5 horas desde el inicio de la infusién; 3 horas desde el inicio de la
infusién; 4 horas desde el inicio de la infusion; 6 horas desde el inicio de la infusién; 12 horas desde el inicio de la
infusién; 26 horas desde el inicio de la infusion; 168 horas desde el inicio de la infusion; y 336 horas desde el inicio de
la infusién (recogidas antes de la dosificacion el Dia 15); y

Para el Grupo 4: Previo a la dosis (antes de la administracién de miglustat); 1,5 horas posadministracion de miglustat;
2,5 horas posadministracion de miglustat; 3,5 horas posadministracion de miglustat; 4,5 horas posadministracion de
miglustat; 6,5 horas posadministracion de miglustat; 12,5 horas posadministracion de miglustat; 26,5 horas
posadministracion de miglustat; 168,5 horas posadministracion de miglustat; y 336,5 horas posadministracion de
miglustat (recogidas antes de la dosificacion el Dia 15).

El plasma se obtuvo mediante centrifugacion a 2 °C a 8 °C y se transfirieron alicuotas (aproximadamente 0,1 mL) a
viales de polipropileno, y se almacenaron congeladas a -60 °C a -86 °C. El analisis de la actividad de a-glucosidasa
acida con ATB200 y la proteina total de ATB200 se llevé a cabo en las muestras 2 horas posdosis de los animales del
Grupo 1y de todas las muestras recogidas de los animales en los Grupos 2, 3 y 5. La proteina ATB200 total se midi6
mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Se usaron dos
péptidos caracteristicos (TTPTFFPK y VTSEGAGLQLQK) como medida de ATB200. Los resultados de estos dos
péptidos fueron consistentes, lo que indica que ATB200 estuvo presente en las muestras de plasma analizadas. La
actividad de a-glucosidasa acida se someti6 a ensayo al usar el sustrato fluorégeno 4-metilumbeliferil-a-D-
glucopiranésido (4MU-Gic).

El analisis de los datos de toxicocinética (TK) se llevé a cabo en conjuntos de datos auditados/verificados
(concentracion y tiempo) de animales en los Grupos 2, 3 y 5 al usar el programa informatico WinNonlin Phoenix,
version 6.1 (Pharsight Corporation). Se usé andlisis no compartimental de los datos de concentracién en plasma de
sujetos individuales para estimar los parametros TK para la actividad de a-glucosidasa acida y la proteina ATB200
total (en funcién de los dos péptidos caracteristicos TTPTFFPK y VTSEGAGLQLQK) después de la infusion V. El
nivel de dosis se ingres6 como la dosis de ATB200 real en mg, calculado en funcién del volumen de dosis, el peso
corporal y la concentracion de dosis media de cada animal individual. El tiempo de inicio de cada dosificacion (inicio
de la infusion para ATB200) se fijé en cero para todos los perfiles en el régimen de dosificacion. Se usaron tiempos
de recoleccion de muestra nominales para todos los analisis. Las areas bajo las curvas de concentracion plasmatica
y tiempo (AUCo-+) generadas para ATB200 (conjuntos de datos de ensayo de proteina total y actividad) se estimaron
mediante la regla trapezoidal semilogaritmica. La regresién usada para estimar A: se bas6 en datos de concentracién
ponderados uniformemente. Los siguientes parametros se calcularon para cada conjunto de datos de ATB200
(generado a partir de los dos péptidos caracteristicos en el ensayo de ATB200 total y a partir del ensayo de actividad
de ATB200):

. R? -el cuadrado del coeficiente de correlacion para la regresion lineal usada para estimar Azo. Usado cuando
se usa un numero fijo de puntos para definir la fase terminal (o rango de tiempo especifico) del perfil de concentracion
con respecto al tiempo;

. R2 adj - el cuadrado del coeficiente de correlacién para la regresion lineal usada para estimar Az, ajustado
segun el nimero de puntos usados en la estimacion de Azs. Usado cuando el nimero de puntos usado para definir la
fase terminal del perfil de concentracién con respecto al tiempo puede ser variable;
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Ndm. de puntos Az - niUmero de puntos para el analisis de regresion lineal usado para estimar Az;

Aza - constante de indice de eliminacion para los primeros tres puntos de tiempo después de tmax;

Az - constante de indice de eliminacién terminal;

t12a - semivida basada en los primeros tres puntos de tiempo después de tmax;

t12p - semivida de eliminacién terminal basada en Az (0,693/Az);

tmax - tiempo de concentracidon maxima del analito en plasma;

Cmax - concentracién maxima observada del analito en plasma;

AUCo+ - Area bajo la curva de concentracion plasmatica y tiempo (AUC) medida desde el tiempo O (predosis)
asta el punto de tiempo con la Ultima concentraciéon medible;

AUCo---AUC extrapolada hasta el tiempo infinito;

AUCex - porcion de AUC extrapolada hasta el tiempo infinito presentada como % del AUCe-- total;

CLrt - aclaramiento total (basado en Az); basado en una dosis total en mg del peso corporal real;

CL1/F - aclaramiento total (basado en Az); basado en una dosis total en mg del peso corporal real dividido
entre la fraccion biodisponible;

e 6 o & T o & o o o © o o

. Vss - volumen de distribucion aparente en equilibrio;

. V; - volumen de distribucion basado en la fase terminal (basado en Az); basado en una dosis total en mg del
peso corporal real;

. V./F - volumen de distribucién basado en la fase terminal (basado en Az); basado en una dosis total en mg
del peso corporal real dividido entre la fraccion biodisponible; y

. Relaciones de acumulacién - ARcmax = Relacion de Cmax el Dia 85 al Dia 1; ARauc = Relacion de AUCo+ el

Dia 85 al Dia 1

Las concentraciones de ATB200 y los parametros de TK fueron similares entre machos y hembras. Las
concentraciones en plasma después de una infusién IV de 2 horas de 50 mg/kg de ATB200 en combinacion con 25
mg/kg de miglustat se midieron entre 12 y 26 horas posdosis. En el nivel de dosis de 100 mg/kg (con o sin 175 mg/kg
de miglustat), las concentraciones de ATB200 se midieron en 26 a 168 horas posdosis. Los parametros de
toxicocinética para una Unica dosis (Dia 1) se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8:
§ Ensayo de proteina total Ecr:‘tsi\?i‘(,jz d de
:Grupo | Tratamiento Parametro : Unidades
t1/2q ..................... N 1 69 .................. 169 ................................ 201 ............................
5 50 mg/kg de ATB200 + 25
mg/kg de miglustat
: ti/2p h 1,70 1,71 1,92
CLr L/h 0,058 0,058 0,106
Vss L 0,145 0,144 0,266
VZL ..................... 0144 .............. 0143 ............................... : 296
tmax .................... . 200 ................. 200 ................................. ; 25 ..........................
Crnae ug/mL 1960 1980 1150
3 100 mg/kg de ATB200 + 175
g mg/kg de miglustat ? ‘ ;
: AUCo+ thr-ug/mL {10400 10400 6130
t1/20h277277 ................................ 307 ...........................
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. Ensayo de :
_ ’ - Ensayo de proteina total actividad
:Grupo ; Tratamiento Parametro : Unidades
TTPTFFPK  VTSEGAGLQLQK | ATB200
VssL ..................... 0140 .............. 0140 .............................. ; 231 .........................
V; L 0,133 0,133 0,210
tmax h
Crmax Epg/mL
AUCo- Ehr-pg/mL
ti/2a h 1,56 1,55 1,28
5 100 mg/kg de ATB200
monoterapia : :
r ti2g ih 11,1 6,29 1,71

CLT ................. L/h ................. 0105 ............... 0105 ............................... ; 140 ........................

Tabla 9:
.............................................................................................................. Ensayo ............ de
_ ] L Ensayo de proteina total actividad
:Grupo | Tratamiento Parametro : Unidades
TTPTFFPK | VISEGAGLQLQK | ATB200
AUCm ............ hrpg/mL ..... 3 700 P e :
ti/2a h 1,98 1,95 2,35
P 50 mg/kg de ATB200 + 25
mg/kg de miglustat ; :

: ti/2p ;h 2,38 2,40 2,31
CLT ................. L/h ................. 0049 ............... 0049 ............................... O 076 ........................
VssL ..................... 0147 .............. 0147 .............................. O 223 ...................
V2 ‘L 0,168 0,168 0,254
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............................................................................................................................................................................ Ensayode

_ ’ - Ensayo de proteina total actividad :
Grupo ; Tratamiento Parametro : Unidades

TTPTFFPK : VTSEGAGLQLQK : ATB200

tmax .................... — 213 ................. 219206 ...........................
Cma X ................. pg/mL .......... ey e o
AUCo:  hrpg/mL 13900 13800 9240 ‘
t1/2a h 3,62 3,72 3,34
3 100 mg/kg de ATB200 + 175
mg/kg de miglustat ;
tir2p h 4,83 4,83 2,90
CLTL/h ................... ; 027 ................ ; 027 .............................. 0040 ........................
Vss ...................... R : 140 ............... : 140 .............................. 0186 ........................
Va L 0174 0,174 0,165
tmax h 2,13 2,13 2,00
Cmax .................. pg/mL .......... oy T P
AUCm ............. hrpg/mL Era— e P
t1/2q ................... N 193 188 ................................. 144 ..........................
5 100 mg/kg de ATB200
{ monoterapia
; tizp h 6,62 2,63 2,03

El tiempo hasta la concentracion plasmatica maxima de ATB200 (tmax) fue aproximadamente 2 horas posdosis en los
tres grupos de dosis. El Dia 1 y el Dia 85 las concentraciones en plasma de ATB200 y los parametros TK, segun se
midieron con el ensayo de proteina ATB200 total, fueron consistentes entre los dos péptidos caracteristicos evaluados,
TTPTFFPK y VTSEGAGLQLQK. La exposicion, segun se midi6 mediante Cmax y AUCo+, fue relativamente mas baja
cuando se midié mediante el ensayo de actividad de a-glucosidasa acida. Esto es esperable, dado que el ensayo de
proteina total mide la concentracién de la enzima activa e inactiva, mientras que el ensayo de actividad de a-
glucosidasa acida mide la concentracién de la enzima activa solamente. La exposicion a ATB200 aumentd con la dosis
entre los niveles de dosis de 50 y 100 mg/kg. La ti2q inicial media el Dia 1 (machos y hembras combinadas) basada
en los primeros tres puntos de tiempo después de la tmax vario de 1,28 a 3,07 horas. La semivida terminal media el Dia
1 (ti2s) varid de 1,70 a 11,1 horas (los valores de ti2s mas prolongados tuvieron la influencia de los animales que
tenian concentraciones medibles hasta 168 horas posdosis). Se observé un intervalo de valores similares después de
la dosis del Dia 85. Se observd escasa a nula acumulacion con la administracion repetida, una vez cada dos semanas.
La adicién de 175 mg/kg de miglustat a la dosis de 100 mg/kg de ATB200 preci6 disminuir el aclaramiento de ATB200
y aumentar la exposiciéon en plasma aproximadamente 2 veces, con respecto a la monoterapia con 100 mg/kg de
ATB200.

Dado que no se identificaron cambios adversos relacionados con el articulo de prueba, el nivel sin efecto adverso
observado (NOAEL, por sus siglas en inglés) para ATB200 en monos cangrejeros cuando se proporciona una vez
cada dos semanas durante 13 semanas mediante una infusién de 2 horas, con o sin administracién con miglustat, fue
de 100 mg/kg/infusion, la dosificacion mas alta evaluada. En este nivel de dosis, la AUCo- y la Cmax (proteina total)
medias promediadas por sexo el Dia 85 fueron 7830 (TTPTFFPK) y 7790 (VTSEGAGLQLQK) hr-pg/mL y 2020
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(TTPTFFPK) o0 2010 (VTSEGAGLQLQK) pg/mL, respectivamente, para ATB200 sola y 13900 (TTPTFFPK) o 13800
(VTSEGAGLQLQK) (hr-pug/mL) y 2270 (ambos péptidos) (ug/mL), respectivamente, en combinacién con 175 mg/kg
de Miglustat.

Toxicocinética de miglustat

La toxicocinética de miglustat se midié en muestras de sangre recogidas en tubos de K2EDTA de animales en los Dias
1y 85 en los siguientes puntos de tiempo:

Para los Grupos 1, 2, 3 y 5: Previo a la dosis (antes de la administracién de miglustat); 15 minutos después de la
administracién de miglustat; 0 hora (antes del inicio de la infusién); 0,5 horas desde el inicio de la infusién; 1 hora
desde el inicio de la infusion; 2 horas desde el inicio de la infusion; 4 horas desde el inicio de la infusion; 6 horas desde
el inicio de la infusién; 12 horas desde el inicio de la infusion; 26 horas desde el inicio de la infusién; 50 horas desde
el inicio de la infusion; y 74 horas desde el inicio de la infusion; y

Para el Grupo 4: Previo a la dosis (antes de la administracion de miglustat); 15 minutos posadministracion de miglustat;
30 minutos posadministracion de miglustat; 1 hora posadministracion de miglustat; 1,5 horas posadministracion de
miglustat; 2,5 horas posadministracion de miglustat; 4,5 horas posadministracion de miglustat; 6,5 horas
posadministracion de miglustat; 12,5 horas posadministracion de miglustat; 26,5 horas posadministracién de miglustat;
50,5 horas posadministracion de miglustat; y 74,5 horas posadministracion de miglustat.

El plasma se obtuvo mediante centrifugacion a 2 °C a 8 °C y se transfirieron alicuotas (aproximadamente 0,2 mL) a
viales de polipropileno, y se almacenaron congeladas a -60 °C a -86 °C. El analisis de la concentracién de miglustat
se llevé a cabo al usar un método de LC-MS/MS analogo al descrito para el analisis de la concentracion de duvoglustat
por Richie Khanna, Allan C. Powe Jr., Yi Lun, Rebecca Soska, Jessie Feng, Rohini Dhulipala, Michelle Frascella,
Anadina Garcia, Lee J. Pellegrino, Su Xu, Nastry Brignol, Matthew J. Toth, Hung V. Do, David J. Lockhart, Brandon A.
Wustman, Kenneth J. Valenzano. "The Pharmacological Chaperone AT2220 Increases the Specific Activity and
Lysosomal Delivery of Mutant Acid Alpha-Glucosidase, and Promotes Glycogen Reduction in Transgenic Mouse Model
of Pompe Disease". PLOS ONE (1° de julio de 2014) 9(7): €102092.

El analisis de los datos de toxicocinética (TK) para miglustat se llevd a cabo en conjuntos de datos
auditados/verificados (concentracién y tiempo) de animales en los Grupos 2, 3 y 4 al usar el programa informatico
WinNonlin Phoenix®, versién 6.1 (Pharsight Corporation). Se us6 analisis no compartimental de los datos de
concentracién en plasma individuales para estimar los parametros TK. Los parametros TK para miglustat se estimaron
mediante la regla trapezoidal semilogaritmica. La regresion usada para estimar A; se basé en datos de concentracion
ponderados uniformemente. Se calcularon los siguientes parametros:

. R? adj - el cuadrado del coeficiente de correlacion para la regresion lineal usada para estimar A, ajustado
segun el numero de puntos usados en la estimacion de A:. Usado cuando el nimero de puntos usado para definir la
fase terminal del perfil de concentracién con respecto al tiempo puede ser variable;

. Nim. de puntos Az - nimero de puntos para el analisis de regresion lineal usado para estimar A;;

Az - la constante de indice de eliminacion terminal;

ti2 - semivida de eliminacion terminal basada en Az (0,693/Az);

tmax - tiempo de concentracidon maxima del analito en plasma;

Cmax - concentracién maxima observada del analito en plasma;

AUCo+ - Area bajo la curva de concentracion plasmatica y tiempo (AUC) medida desde el tiempo O (predosis)
hasta el punto de tiempo con la Ultima concentracién medible;

. AUCo---AUC extrapolada hasta el tiempo infinito;

. AUCex - porcion de AUC extrapolada hasta el tiempo infinito presentada como % del AUCe-- total;

. CL1/F - aclaramiento total dividido entre la fraccion biodisponible basado en la dosis total en mg de peso
corporal real;

. V./F - volumen de distribuciéon basado en la fase terminal dividido entre la fraccion biodisponible basado en
la dosis total en mg de peso corporal real;

. Relaciones de acumulacién - ARcmax = Relacion de Cmax el Dia 85 al Dia 1; y ARauc = Relacién de AUCo-t el
Dia 85 al Dia 1

No hubo un efecto consistente del sexo sobre los parametros TK para miglustat. Las concentraciones en plasma de
miglustat después de una administracion nasogastrica (NG) de 25 mg/kg en combinacién con 50 mg/kg de ATB200, o
una administracion NG de 175 mg/kg (con o sin 100 mg/kg de ATB200), fueron mediables hasta 74,5 horas (el Gltimo
punto de tiempo medido). Los parametros de toxicocinética para una Unica dosis (Dia 1) y para la dosificacién repetida
(Dia 85) se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10:
: : :Ensayo de |
i . , i :miglustat :
iGrupo | Tratamiento :Parametro ; Unidades
: : 'Dia1 Dia85
 tmax h 12,06 2,88
Cmax  ing/mL 7430 7510
'AUCo:  'hr-ng/mL i47300 49100
5 50 mg/kg de ATB200 + 25 mg/kg de‘ : :
miglustat R
tire h i7,44 8,23
P T T P
ValF L 205 233
tmax h 2,69 3,56
T ng/mL ........ 20400 .......... o
AUthrng/mL182000216000 ......
3 100 mg/kg de ATB200 + 175 mg/kg de:
i miglustat ¢ : :
’ itie ih 6,85 :7,86
CLvF  iLh 320 1362
V2/F L :32,3 39,1
................................................................................................................. s
Cmaxng/mL16400147OO ........
| {AUCo+  ihrng/mL 173000 204000
i4 175 mg/kg de miglustat monoterapia :
5 tire h 6,86 6,66
P e P
vy L359 ............. P

La tmax varié de aproximadamente 2 a 4 horas posdosis. La exposicion a miglustat aumenté con la dosis entre los
niveles de dosis de 25 y 175 mg/kg. La t12 media (machos y hembras combinados) fue consistente en los Dias 1 y 85
y vari6 de 6,66 a 8,23 horas. Se observo escasa a nula acumulacién con la administracion NG repetida una vez cada
dos semanas. No hubo ningin efecto observable de la coadministracion con ATB200 sobre la exposicion global de
miglustat (es decir, AUCo4+) ni sobre los parametros TK.

Dado que no se identificaron cambios adversos relacionados con el articulo de prueba, el nivel sin efecto adverso
observado (NOAEL) para miglustat en monos cangrejeros cuando se proporciona una vez cada dos semanas durante
13 semanas nasogastricamente, con o sin administracién con ATB200, fue de 175 mg/kg/dosis, la dosificacién mas
alta evaluada. En este nivel de dosis, la AUCo+ y la Cmax medias promediadas por sexo el Dia 85 fueron 204000
hr-ng/mL y 14700 ng/mL, respectivamente, para miglustat solo y 216000 hr-ng/mL y 22000 ng/mL, respectivamente,
en combinacion con 100 mg/kg de ATB200.

Ejemplo 14: Protocolo para el estudio clinico de a-glucosidasa acida recombinante (ATB200) administrada sola y

coadministrada con miglustat
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Disefio del estudio:

Este es un estudio abierto, con secuencia fija, de dosis ascendente, realizado por primera vez en seres humanos para
evaluar la seguridad, tolerabilidad y farmacocinética (PK) de la a-glucosidasa acida recombinante (ATB200, polvo
liofilizado reconstituido con agua estéril para inyeccion y diluido con cloruro de sodio al 0,9 % para inyeccion)
intravenosa (V) sola y cuando se coadministra con miglustat oral (capsulas de gelatina duras, 65 mg). El estudio se
llevara a cabo en 2 fases. En la Fase 1, se evaluaran la seguridad, tolerabilidad y PK después de dosis ascendentes
Unicas secuenciales de ATB200, administradas cada 2 semanas como una infusion intravenosa durante
aproximadamente 4 horas, en 3 periodos de dosificacion con 5, 10 y 20 mg/kg. En la Fase 2, se evaluaran la seguridad,
tolerabilidad y PK después de combinaciones de dosis ascendentes Unicas y multiples: 20 mg/kg de ATB200
coadministrados cada 2 semanas con 130 mg de miglustat (dos capsulas de 65 mg), tomadas por via oral 1 hora antes
de una infusion intravenosa durante aproximadamente 4 horas de ATB200, durante 3 dosis y posteriormente 20 mg/kg
de ATB200 coadministrados con 260 mg de miglustat (cuatro capsulas de 65 mg), tomadas por via oral 1 hora antes
de una infusién intravenosa durante aproximadamente 4 horas de ATB200, durante 3 dosis.

En la Fase 1 se inscribirdn doce sujetos con experiencia en terapia de reemplazo enzimatico (ERT) con enfermedad
de Pompe (aproximadamente 6 ambulatorios y 6 no ambulatorios). Estos mismos sujetos continuaran el estudio en la
Fase 2. Al menos 4 sujetos ambulatorios se inscribiran y dosificaran antes de que se inscriban los sujetos no
ambulatorios. Los sujetos con experiencia en ERT (ambulatorios) se definen como aquellos que se han sometido a
ERT durante 2 a 6 afios antes de la inscripcién, son capaces de caminar al menos 200 metros en la prueba de marcha
de seis minutos (6BMWT) y tienen una FVC de 30-80 % del valor normal previsto. Los sujetos con experiencia en ERT
(no ambulatorios) se definen como aquellos que son completamente dependientes de una silla de ruedas, incapaces
de caminar sin asistencia y que se han sometido a ERT durante 22 afios antes de la inscripcion. La asignacion del
tratamiento se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11:
....................... ................ o o ‘
‘Numero :Poblacion: Con : _ . _ ‘
de iexperiencia en posis  Dosis  Dosis  :Coadministracion con i Coadministracion con
'sujetos ERT ‘unica en ‘Gnica en dnica enidosis multiple enidosis multiple en
f | iperiodo 1 :periodo 2 :periodo 3 :periodo 4 iperiodo 5
f §~6 5 mg/kg é10 mg/kg ézo mg/kg |
: iambulatorios, :20 mg/kg de ATB200 +:20 mg/kg de ATB200 +
12 ~6 ide ide ide

no §ATBZOO SATBZOO §ATBZOO 2130 mg de miglustat 5260 mg de miglustat

{ambulatorios

EERT: Terapia de reemplazo enzimatico.

Se solicitara a los sujetos que ayunen al menos 2 horas antes y 2 horas después de la administraciéon de miglustat
oral. La infusién IV de ATB200 debe comenzar 1 hora después de la administracién oral de miglustat.

Procedimientos del estudio

El estudio consiste en la Seleccion, el Inicio, la Fase 1 (3 periodos, secuencia fija, dosis Unica ascendente de ATB200
sola), y la Fase 2 (2 periodos, secuencia fija, multiples dosis de 20 mg/kg de ATB200 coadministradas con multiples
dosis ascendentes de miglustat).

Seleccion:

Todos los sujetos proporcionaran un consentimiento informado y se someteran a la revision de los criterios de
elegibilidad. Las evaluaciones de todos los sujetos incluyen antecedentes médicos que incluyen reacciones asociadas
a la infusién (AR, por sus siglas en inglés) previas y antecedentes de caidas; revision de medicamentos anteriores y
concomitantes y terapias sin farmacos; constantes vitales (frecuencia cardiaca [HR, por sus siglas en inglés],
frecuencia respiratoria [RR, por sus siglas en inglés], presion sanguinea [BP, por sus siglas en inglés] y temperaturay);
altura; peso; exploracion fisica exhaustiva (PE, por sus siglas en inglés); electrocardiograma de 12 derivaciones (ECG);
evaluaciones en laboratorio de la seguridad clinica (quimica sérica, hematologia y analisis de orina); prueba de
embarazo por orina; muestra de orina para hexosa tetrasacarido (Hex4); y genotipificacion de GAA (para sujetos que
no pudieron proporcionar el informe de genotipificacion de GAA en la seleccién). También se obtendra una muestra
de sangre para la evaluaciéon exploratoria de la inmunogenicidad (anticuerpos totales y neutralizantes, citocinas
exploratorias/otros biomarcadores de activacion del sistema inmunitario, reactividad cruzada con alglucosidasa alfa e
inmunoglobulina E [IgE]) si es necesario. Un sujeto que cumple todos los criterios de inclusion y ninguno de los criterios
de exclusién se asignara a la Fase 1 como se describe en la Tabla 11.
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Inicio:

La evaluacion de seguridad para todos los sujetos incluye la revisién de los criterios de elegibilidad; antecedentes
médicos que incluyen reacciones asociadas a la infusién (IAR) previas y antecedentes de caidas, consulta sobre
eventos adversos (AE, por sus siglas en inglés) y AE graves (SAE, por sus siglas en inglés), revisién de medicamentos
anteriores y concomitantes y terapias sin farmacos; constantes vitales (HR, RR, BP y temperatura); peso; PE breve;
ECG; escala de actividad especifica de Pompe con modelo de Rasch (R-PAct); escala de discapacidad de Réterdam;
y escala de intensidad de |a fatiga; evaluaciones en laboratorio de la seguridad clinica (qQuimica sérica, hematologia y
andlisis de orina); prueba de embarazo por orina; evaluaciones farmacodinamicas (PD) (Hex4 y creatinina fosfocinasa
[CPK]); evaluaciones de inmunogenicidad (anticuerpos totales y neutralizantes, reactividad cruzada con alglucosidasa
alfa, citocinas exploratorias/otros biomarcadores de activacién del sistema inmunitario, reactividad cruzada con
alglucosidasa alfa, e IgE si es necesario); pruebas de funcién pulmonar (PFT, por sus siglas en inglés); pruebas de
funcién motriz; y pruebas de resistencia muscular para todos los sujetos.

Fase 1, Periodos 1,2 y 3:
Esta fase incluira:

. Seguridad: revision de AE, incluidos eventos adversos graves (SAE) e IAR; revisién de los medicamentos
concomitantes y terapias sin farmacos; constantes vitales (HR, RR, BP, y temperatura); PE breve; ECG; evaluaciones
en laboratorio de la seguridad clinica (quimica sérica, hematologia y analisis de orina); y prueba de embarazo con
orina

. PD: Hex4 en orina y CPK en suero

. Inmunolégica: muestras de sangre para determinar los valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida
recombinante (valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida recombinante totales y neutralizantes y reactividad
cruzada del anticuerpo con alglucosidasa alfa) y muestras de sangre para la medicién de citocinas proinflamatorias y
otros biomarcadores de la activacion del sistema inmunitario. Si es necesario, también se haran mediciones de IgE.

. Farmacocinética de 24 horas en serie (PK): Durante el Periodo 1 (Vista 3, Dia 1), el Periodo 2 (Vista 4, Dia
15) y el Periodo 3 (Vista 5, Dia 29), se tomaran muestras de sangre para determinar los niveles de actividad de a-
glucosidasa acida en plasma y las concentraciones de proteina total a-glucosidasa acida para todos los sujetos.

Fase 2, Periodos 4y 5:

. Seguridad: revision de AE, incluidos SAE e IAR; revision de los medicamentos concomitantes y terapias sin
farmacos; constantes vitales (HR, RR, BP, y temperatura); peso; PE; ECG; evaluaciones en laboratorio de la seguridad
clinica (quimica sérica, hematologia y analisis de orina); y prueba de embarazo con orina

. PD: Hex4 en orina y CPK en suero

. Inmunolégica: muestras de sangre para determinar los valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida
recombinante (valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida recombinante totales y neutralizantes y reactividad
cruzada del anticuerpo con alglucosidasa alfa) y muestras de sangre para la medicién de citocinas proinflamatorias y
otros biomarcadores de la activacion del sistema inmunitario. Si es necesario, también se haran mediciones de IgE.

U PK de 24 horas en serie: Durante el Periodo 4 (Vista 6, Dia 43 y Visita 8, Dia 71) y el Periodo 5 (Vista 9, Dia
85 y Visita 11, Dia 113), se tomaran muestras de sangre para determinar los niveles de actividad de a-glucosidasa
acida en plasma, las concentraciones de proteina total a-glucosidasa acida y las concentraciones de miglustat para
todos los sujetos.

Fin de la fase farmacocinética:

. Seguridad: revision de AE, incluidos SAE e IAR; revision de los medicamentos concomitantes y terapias sin
farmacos; constantes vitales (HR, RR, BP, y temperatura); peso; PE; ECG; evaluaciones en laboratorio de la seguridad
clinica (quimica sérica, hematologia y analisis de orina); y prueba de embarazo con orina

. PD: Hex4 en orina y CPK en suero

. Inmunolégica: muestras de sangre para determinar los valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida
recombinante (valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida recombinante totales y neutralizantes y reactividad
cruzada del anticuerpo con alglucosidasa alfa) y muestras de sangre para la medicién de citocinas proinflamatorias y
otros biomarcadores de la activacion del sistema inmunitario. Si es necesario, también se haran mediciones de IgE.

Los sujetos que abandonen prematuramente el estudio vendran a una Visita de Interrupcién Temprana y se someteran
a todas las evaluaciones previstas para la visita de Fin de PK. No se administrara ningin farmaco del estudio. Si
cualquiera de los sujetos de vigilancia abandona prematuramente el estudio, dicho sujeto sera sustituido por el
siguiente sujeto ambulatorio inscrito en el estudio (p. €j., si el Sujeto 1 abandona, el Sujeto 3 [ambulatorio] sustituira a
dicho sujeto como sujeto de vigilancia). Se ofrecera a los sujetos que completen este estudio y/u otros sujetos que
retnan las condiciones la oportunidad de participar en una un estudio de extensién a largo plazo y se continuara la
evaluacién de la seguridad y tolerabilidad de ATB200 coadministrada con miglustat. Ademas, se llevaran a cabo
evaluaciones funcionales relevantes para la enfermedad de Pompe en el estudio de extensién en intervalos regulares.

Monitorizacion de la seguridad
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El monitor médico y los investigadores monitorizaran la seguridad de manera continua y un Comité de Coordinacion
de la Seguridad (SSC, por sus siglas en inglés) lo hara de manera periodica.

Dosificacion de vigilancia

Los primeros 2 sujetos ambulatorios en este estudio seran los sujetos de vigilancia para el estudio y seran los primeros
2 sujetos dosificados en cada periodo del estudio (Periodos 1 a 5). En caso de que un sujeto de vigilancia abandone
prematuramente el estudio, sera sustituido por otro sujeto ambulatorio. Nota: Al menos 4 sujetos ambulatorios se
dosificaran con 5 mg/kg de ATB200 antes de dosificar a cualesquiera sujetos no ambulatorios.

EnlaFase 1 (Periodos 1, 2 y 3), se dosificara a los sujetos con dosis Unicas ascendentes de ATB200 (5 mg/kg [Periodo
1], 10 mg/kg [Periodo 2] y 20 mg/kg [Periodo 3]).

Después de la dosificacion de los 2 sujetos de vigilancia para cada periodo del estudio en la Fase 1, el monitor médico
y los investigadores llevaran a cabo una evaluacion de los datos de seguridad disponibles (PE, constantes vitales, AE,
reacciones a la infusién, ECG, y las pruebas de laboratorio disponibles localmente llevadas a cabo) dentro de las 24
a 48 horas siguientes. El SSC se reunira para una revisioén de la seguridad formal cuando los datos de seguridad del
laboratorio central estén disponibles para ambos sujetos de vigilancia en cada nivel de dosis. Si el SSC determina que
no hay cuestiones de seguridad que impidan la dosificacion en la dosis asignada para dicho periodo, se inscribira a
10 sujetos adicionales y se dosificaran. El SSC también se reunira para una revisiéon de seguridad cuando estén
disponibles los datos de seguridad (incluidos los datos de seguridad del laboratorio central) para todos los sujetos en
los 3 niveles de dosis de la Fase 1.

En la Fase 2 (Periodos 4 y 5), los 2 sujetos de vigilancia se dosificaran y se evaluara la seguridad después de la
primera dosis como para cada periodo en la Fase 1. Si el SSC determina que no hay cuestiones de seguridad que
impidan la dosificacién adicional con 20 mg/kg de ATB200 coadministrados con 130 mg de miglustat (Periodo 4) o 20
mg/kg de ATB200 coadministrados con 260 mg de miglustat (Periodo 5), 10 sujetos adicionales recibiran 3 dosis
bisemanalmente en la dosis asignada para dicho periodo. El SSC se volvera a reunir cuando todos los datos de
seguridad (incluidos datos de seguridad del laboratorio central) estén disponibles para todos los sujetos en el final de
la Fase 2. EI SSC también se reunira ad hoc en caso de un SAE o una cuestion de seguridad identificada.

El SSC puede recomendar cualquiera de las siguientes revisiones:

Continuar el estudio sin modificaciones

Continuar el estudio con modificaciones (enmienda)
Detener la dosificacion temporalmente

Detener la dosificacion permanentemente

Si en la opinién del SSC no hay AE ni cuestiones de seguridad en los sujetos de vigilancia que podrian impedir la
continuacion de la dosificacion del estudio, la dosificacion proseguira para todos los sujetos restantes en dicho nivel
de dosis. EI monitor médico y los investigadores del estudio continuaran monitorizando la seguridad de los sujetos
estrechamente y el SSC lo hara en intervalos periédicos.

Numero de sujetos (planificado):

En la Fase 1 se inscribiran doce sujetos adultos con experiencia en ERT con enfermedad de Pompe (aproximadamente
6 ambulatorios y 6 no ambulatorios). Estos mismos sujetos continuaran el estudio en la Fase 2.

Criterios de diagnostico y elegibilidad:

En la visita de Seleccion, se evaluara a sujetos adultos con experiencia en ERT con enfermedad de Pompe al usar los
criterios de elegibilidad sefialados mas adelante. Cada sujeto debe satisfacer todos los criterios de inclusién y ninguno
de los criterios de exclusion. No se admite la exencién de los criterios de inclusién/exclusion.

Criterios de inclusion
Sujetos con experiencia en ERT (ambulatorios)
1. Sujetos de sexo masculino y femenino de entre 18 y 65 afios, inclusive;

2. El sujeto debe proporcionar un consentimiento informado firmado antes de cualesquiera procedimientos
relacionados con el estudio;

3. Los sujetos con posibilidad de procrear deben acordar usar métodos de anticoncepcion médicamente aceptados
durante el estudio y durante 30 dias después de la Ultima coadministracién de ATB200 + miglustat;

4. El sujeto tiene un diagnéstico de enfermedad de Pompe basado en una deficiencia documentada de actividad de la
enzima a-glucosidasa acida o por genotipificacion de GAA;
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5. El sujeto ha recibido ERT con alglucosidasa alfa durante los ultimos 2-6 afios;
6. El sujeto recibe en la actualidad alglucosidasa alfa en una frecuencia de una vez cada dos semanas;

7. El sujeto ha recibido y completado las ltimas dos infusiones sin un evento adverso relacionada con el farmaco que
provoca la suspension de la dosis;

8. El sujeto debe poder caminar 200-500 metros en la 6MWT; y
9. La capacidad vital forzada (FVC) de pie debe ser 30 % a 80 % del valor normal previsto.

Sujetos con experiencia en ERT (no ambulatorios)

10. Sujetos de sexo masculino y femenino de entre 18 y 65 afios, inclusive;

11. El sujeto debe proporcionar un consentimiento informado firmado antes de cualesquiera procedimientos
relacionados con el estudio;

12. Los sujetos con posibilidad de procrear deben acordar usar métodos de anticoncepcion médicamente aceptados
durante el estudio y durante 30 dias después de la Ultima coadministracién de ATB200 + miglustat;

13. El sujeto tiene un diagnéstico de enfermedad de Pompe basado en una deficiencia documentada de actividad de
la enzima a-glucosidasa acida o por genotipificacion de GAA;

14. El sujeto ha recibido ERT con alglucosidasa alfa durante 22 afios;
15. El sujeto recibe en la actualidad alglucosidasa alfa en una frecuencia de una vez cada dos semanas;

16. El sujeto ha recibido y completado las ultimas dos infusiones sin un evento adverso relacionada con el farmaco
que provoca la suspension de la dosis; y

17. El sujeto debe ser completamente dependiente de una silla de ruedas e incapaz de caminar sin asistencia.
Criterios de exclusion
Sujetos con experiencia en ERT (ambulatorios)

1. El sujeto ha recibido cualquier terapia en investigacion para la enfermedad de Pompe distinta de alglucosidasa alfa
dentro de los 30 dias previos a la Visita inicial o prevé hacerlo durante el estudio;

2. El sujeto ha recibido tratamiento con medicamentos prohibidos (miglitol (p. €j., Glyset®); miglustat (p. ej., Zavesca®);
acarbosa (p. €j., Precose®, Glucobay®); voglibosa (p. ej., Volix®, Vocarb® y Volibo®); albuterol y clenbuterol; o
cualquier farmaco en investigacion/experimental) dentro de los 30 dias previos a la Visita inicial;

3. El sujeto, si es de sexo femenino, esta embarazada o en lactancia en la seleccion;

4. El sujeto, sea de sexo masculino o femenino, planea concebir una criatura durante el estudio;
5. El sujeto requiere respiracién asistida invasiva;

6. El sujeto usa respiracion asistida no invasiva 26 horas al dia mientras esta despierto;

7. El sujeto tiene una afeccidon o circunstancia médica o de cualquier otro tipo extenuante que puede, en opinion del
investigador, plantear un riesgo de seguridad indebido al sujeto 0 comprometer su capacidad de satisfacer los
requisitos del protocolo;

8. El sujeto tiene antecedentes de anafilaxia a la alglucosidasa alfa;

9. El sujeto tiene antecedentes de valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida recombinante elevados de manera
prolongada;

10. El sujeto tiene antecedentes de alergia o sensibilidad al miglustat u otras iminoazucares;

11. El sujeto tiene antecedentes conocidos de enfermedad autoinmunitaria que incluye lupus, tiroiditis autoinmunitaria,
esclerodermia o artritis reumatoide; y

12. El sujeto tiene antecedentes conocidos de asma bronquial.

Sujetos con experiencia en ERT (no ambulatorios)

44



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2965190 T3

13. El sujeto ha recibido cualquier terapia en investigacion para la enfermedad de Pompe distinta de alglucosidasa
alfa dentro de los 30 dias previos a la Visita inicial o prevé hacerlo durante el estudio;

14. El sujeto ha recibido tratamiento con medicamentos prohibidos (miglitol (p. ej., Glyset®); miglustat (p. €j.,
Zavesca®); acarbosa (p. ej., Precose®, Glucobay®); voglibosa (p. ej., Volix®, Vocarb® y Volibo®); albuterol y
clenbuterol; o cualquier farmaco en investigacion/experimental) dentro de los 30 dias previos a la Visita inicial;

15. El sujeto, si es de sexo femenino, esta embarazada o en lactancia en la seleccién;
16. El sujeto, sea de sexo masculino o femenino, planea concebir una criatura durante el estudio;

17. El sujeto tiene una afeccién o circunstancia médica o de cualquier otro tipo extenuante que puede, en opinién del
investigador, plantear un riesgo de seguridad indebido al sujeto 0 comprometer su capacidad de satisfacer los
requisitos del protocolo;

18. El sujeto tiene antecedentes de anafilaxia a la alglucosidasa alfa;

19. El sujeto tiene antecedentes de valores de anticuerpo anti-a-glucosidasa acida recombinante elevados de manera
prolongada;

20. El sujeto tiene antecedentes de alergia o sensibilidad al miglustat u otras iminoazicares;

21. El sujeto tiene antecedentes conocidos de enfermedad autoinmunitaria que incluye lupus, tiroiditis autoinmunitaria,
esclerodermia o artritis reumatoide; y

22. El sujeto tiene antecedentes conocidos de asma bronquial.
Producto en investigacion, dosificacion y modo de administracion:
Fase 1 (consiste en 3 periodos de dosificacion separados por 2 semanas)

. Periodo 1: una infusion 1V de dosis Unica de 5 mg/kg de ATB200;

. Periodo 2: una infusién IV de dosis Unica de 10 mg/kg de ATB200 a todos los sujetos que hayan completado
el Periodo 1;y

. Periodo 3: una infusién IV de dosis Unica de 20 mg/kg de ATB200 a todos los sujetos que hayan completado
el Periodo 2.

Fase 2 (consiste en 2 periodos de dosificacion, cada uno comprende 3 dosis del farmaco del estudio, separados por
2 semanas)

. Periodo 4: Se administraran 130 mg de miglustat oralmente 1 hora antes de una infusién |V de dosis Unica
de 20 mg/kg de ATB200 a todos los sujetos que hayan completado el Periodo 3 (repetido cada 2 semanas para un
total de 3 administraciones); y

. Periodo 5: Se administraran 260 mg de miglustat oralmente 1 hora antes de una infusién IV de dosis Unica
de 20 mg/kg de ATB200 a todos los sujetos con experiencia en ERT que hayan completado el Periodo 4 (repetido
cada 2 semanas para un total de 3 administraciones).

Nota: Se pide a los sujetos que ayunen al menos 2 horas antes y 2 horas después de la administracion de miglustat
oral.

Duracion total de estudio: Hasta 22 semanas (periodo de seleccién de hasta 4 semanas, posteriormente
aproximadamente 18 semanas de tratamiento del estudio [Fases 1y 2])

Duracion de la observacion PK con dosis unica (Fase 1, Periodos 1, 2 y 3): 6 semanas

Duracion de la observacion PK con multiples dosis (Fase 2, Periodos 4 y 5): 12 semanas

Duracion de la observacion de seguridad, tolerabilidad e inmunogenicidad (Periodos 1, 2, 3, 4 y 5): 18 semanas
Criterios de evaluacion:

Primarios:

Evaluaciones de seguridad:

PE

Constantes vitales, incluida temperatura corporal, RR, HR y BP
AE, incluidas IAR

ECG de 12 derivaciones
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. Evaluacion en laboratorio de la seguridad clinica: quimica sérica, hematologia y andlisis de orina PK de
ATB200 y miglustat en plasma:
. Niveles de actividad de a-glucosidasa acida en plasma y concentraciones de proteina total a-glucosidasa

acida Parametros PK: concentracion plasmatica maxima observada (Cmax), tiempo hasta alcanzar la concentraciéon
plasmatica maxima observada (tmax), area debajo de la curva de concentracién plasmatica del farmaco y el tiempo
desde el Tiempo 0 hasta tiempo de la tltima concentracién medible (AUCo-t), area debajo de la curva de concentracion
plasmatica del farmaco y el tiempo desde el Tiempo 0 extrapolada hasta el infinito (AUCo--), semivida (ti2) y
aclaramiento total después de la administracion 1V (CLr)

. Relaciones de Cmax y AUCo-~ de actividad de a-glucosidasa acida en plasma y proteina total a-glucosidasa
acida para todos los regimenes de dosificacion
. Parametros PK de miglustat en plasma: Cmax, tmax, AUCo+, AUCo-~ y tw, aclaramiento total aparente del

farmaco después de la administracion oral (CL1/F), y volumen de distribucion en fase terminal después de la
administracion oral (Vz/F) para cada nivel de dosis
. Relaciones de Cmax y AUCo-- de miglustat en plasma para cada nivel de dosis

Evaluaciones funcionales (llevadas a cabo en el Inicio)
Para sujetos ambulatorios

Pruebas de funcién motriz

Prueba de marcha de seis minutos (6MWT)

Prueba de marcha de 10 metros

Puntuacién para marcha, escaleras, Gower y silla

Levantarse de una silla sin posabrazos (“timed up and go”, TUG)

Prueba de resistencia muscular (criterios de investigacion médica [MRC] y dinamémetro en mano) para las
extremidades superiores e inferiores

U PFT (FVC, MIP, MEP y SNIP)

Para sujetos no ambulatorios

. Prueba de resistencia muscular - Solo extremidades superiores
. MRC y dinamomento en mano llevadas a cabo solo en las extremidades superiores
. Pruebas de funcién pulmonar (PFT) (capacidad vital forzada [FVC], presion de inhalacion maxima [MIP],

presion de exhalacién maxima [MEP] y presion de inhalacion nasal al aspirar [SNIP])

Resultados comunicados por los pacientes (llevados a cabo en el Inicio)

. Escala de intensidad de fatiga

. Escala de discapacidad de Réterdam

. Actividad especifica para Pompe sobre modelo de Rasch (R-PAct)
Exploracion

Valores de anticuerpo anti-ATB200 (totales y neutralizantes)

Reactividad cruzada de anticuerpos anti-a-glucosidasa acida recombinante con alglucosidasa alfa
Activacion de citocinas proinflamatorias y otros biomarcadores del sistema inmunitario
Marcadores de PD (Hex4 y CPK)

Meétodos de analisis:
Meétodos estadisticos:

Se proporcionara estadistica descriptiva de los parametros PK. Se proporcionara estadistica resumida para todas las
variables que no son parametros PK. Evaluacion de la proporcionalidad de la dosis sobre las relaciones de actividad
de a-glucosidasa acida y la exposicién a proteina total a-glucosidasa acida (Cmax, AUCo+ y AUCo-») con 5, 10 y 20
mg/kg de ATB200 solos. Analisis de varianza (ANOVA) sobre las relaciones de actividad de a-glucosidasa acida y la
exposicion a proteina total a-glucosidasa &acida (Cmax, AUCo+ y AUCo--) con 20 mg/kg de ATB200 solos frente a 20
mg/kg de ATB200 + 130 mg de miglustat, y frente a 20 mg/kg de ATB200 + 260 mg de miglustat dentro de cada
poblacion y de manera global. ANOVA sobre las relaciones de actividad de a-glucosidasa acida y la exposicion a
proteina total a-glucosidasa acida (Cmax, AUCo+ y AUCo-«) entre sujetos ambulatorios y no ambulatorios con 20 mg/kg
de ATB200 + 130 mg de miglustat y 20 mg/kg de ATB200 + 260 mg de miglustat. Evaluacién de proporcionalidad de
la dosis sobre las relaciones de exposicion (Cmax, AUCo+ y AUCo-«) entre 130 mg y 260 mg de miglustat dentro de cada
poblacion de sujeto y de manera global. Se evaluara efecto de los resultados de inmunogenicidad sobre la PK, la PD
y la seguridad.

Anaélisis provisionales:
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Se llevara cabo un analisis provisional cuando al menos 50 % (n=6) de los sujetos haya completado la Fase 2 del
estudio. Se pueden llevar a cabo hasta 2 analisis provisionales adicionales en el estudio.

Resultados PK iniciales:

El resumen PK de la actividad de GAA y la proteina total GAA para sujetos se muestra en las Tablas 12 y 13,
respectivamente.

En las Tablas 12-15 y las Figuras 24-26, las mediciones de dosis Unica (DU) se tomaron después de una Unica
administracién de miglustat y ATB200, y las mediciones de dosis multiples (DM) se tomaron después de la tercera
administracion bisemanal de miglustat y ATB200.
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La Figura 24A muestra los perfiles de concentracion-tiempo de la actividad de GAA en plasma media después de dosis
de 5 mg/kg, 10 mg/kg y 20 mg/kg de ATB200. La Figura 24B también proporciona los perfiles de concentracion-tiempo
de la actividad de GAA en plasma media después de dosis de 5 mg/kg, 10 mg/kg y 20 mg/kg de ATB200, pero la
actividad de GAA en plasma se exhibe en una escala logaritmica. Como puede observarse a partir de las Figuras 24A-
24B y la Tabla 12, ATB200 demostré exposiciones ligeramente mayores que las proporcionales a la dosis para la
actividad de GAA en plasma.

La Figura 24C muestra los perfiles de concentracion-tiempo de la actividad de GAA en plasma media después de
dosis de 20 mg/kg de ATB200 solos, asi como 20 mg/kg de ATB200 y 130 o 260 mg de miglustat.

La Figura 24D también proporciona la actividad de GAA en plasma media después de dosis de 20 mg/kg de ATB200
solos, con 130 mg de miglustat o 260 mg de miglustat, pero la actividad de GAA en plasma se exhibe en una escala
logaritmica.

La Figura 25A muestra los perfiles de concentracion-tiempo de la proteina total GAA en plasma media después de
dosis de 5 mg/kg, 10 mg/kg y 20 mg/kg de ATB200. La Figura 25B también proporciona los perfiles de concentracion-
tiempo de proteina total GAA en plasma media después de dosis de 5 mg/kg, 10 mg/kg y 20 mg/kg de ATB200, pero
la proteina total GAA en plasma se exhibe en una escala logaritmica. Como puede observarse a partir de las Figuras
25A-25B y la Tabla 13, ATB200 demostr6é exposiciones ligeramente mayores que las proporcionales a la dosis para
la proteina total GAA en plasma.

La Figura 25C muestra los perfiles de concentracion-tiempo de la proteina total GAA en plasma media después de
dosis de 20 mg/kg de ATB200 solos, 20 mg/kg de ATB200 y 130 mg de miglustat, y 20 mg/kg de ATB200 y 260 mg
de miglustat. La Figura 25D también proporciona la proteina total GAA en plasma media después de dosis de 20 mg/kg
de ATB200 solos, con 130 mg de miglustat 0 260 mg de miglustat, pero la proteina total GAA en plasma se exhibe en
una escala logaritmica.

Como se muestra en la Tabla 13, la coadministracion de miglustat aumenté la semivida en plasma de la proteina total
GAA en aproximadamente 30 % con respecto a ATB200 administrada sola. El volumen de distribucién varié de 3,5 a
5,7 L para todos los tratamientos, lo que sugiere que la glicosilacién de ATB200 posibilita la distribucién eficaz de
ATB200 a los tejidos.

El resumen de PK para miglustat se muestra en la Tabla 14.

50



ES 2965190 T3

ti BiGEL

{t'ze} 2y91:

{wubn

(95A 23 BAIPOBE B0op,

(XU} BUBIERY,;

(A} EONSUIIE BIDSY.

EGIUN S0P 061

loeg) oy

51



10

15

20

25

ES 2965190 T3

La Figura 26 muestra el perfile de concentracion-tiempo de miglustat en plasma en sujetos humanos después de la
dosificacion de 130 mg o 260 mg de miglustat.

Como puede observarse a partir de la Tabla 14 y la Figura 26, el miglustat en plasma, administrado por via oral 1 hora
antes de la infusién de ATB200, alcanzé las concentraciones maximas a las 2 horas durante la infusion y demostré
cinética proporcional a la dosis.

Se llevd a cabo un analisis en varias porciones de las curvas de concentracién en plasma para la actividad de GAA 'y
la proteina total para determinar AUC parciales. La Tabla 15 proporciona un resumen de AUC parciales desde 0-tmax,
tmax-6h, tmax-10h, tmax-12h y tmax-24h para la actividad de GAA y proteina total.

Tabla 15:
MedlaarltmetlcadepAUC A —
posdosis (N=4)

Analito  Tratamiento O-tméx tmax-Bh  tmac10h  itmac12h  tmac24h
PR e S S
;GAA E20 mg/kg §428 §382

;Actividad de g?O_mg/kg + 130 mg dosis §456 415 790 770 832
iGAA {Unica :

EActividad de 20 mg/kg + 130 mg dosis §423 390 639 737 796
:GAA :mdltiple ;

;Actividad de ;?O_mg/kg + 260 mg dosis §423 536 924 996 1094
iGAA :Onica :

Proteina total {20 mg/kg 621 603 943 1981 11040
Proteina total |20 90+ 190MIdOSS 5eg 614 041 1106 1189
Proteina total ;20 Mo/kg +130mgdosis (5o 5o 1079 1154 1244

5 imultiple :

Proteinatotal om0 O+2O0MIdOSS 679 gpy 4411 1518 1665

Como puede observarse a partir de la Tabla 15, los aumentos en el porcentaje medio de la actividad de GAA de
pAUCtmax-22h para 20 mg/kg mas miglustat con respecto a 20 mg/kg de ATB200 solos fueron 21,4 %, 17,8 %, 40,2 %,
para 130 mg DU, 130 mg DMy 260 mg DU, respectivamente.

De manera similar, los aumentos en el porcentaje medio de proteina total GAA de pAUCtmax-24n para 20 mg/kg mas
miglustat con respecto a 20 mg/kg de ATB200 solos fueron 12,5 %, 16,4 %, 37,5 %, para 130 mg DU, 130 mg DMy
260 mg DU, respectivamente.

Por lo tanto, el analisis de AUC parcial demuestra que la coadministracion de miglustat aumenta significativamente la
AUC parcial de fase terminal (tmax-24n) de ATB200 en aproximadamente 15 % para dosis de 130 mg de miglustat y
aproximadamente 40 % para 260 mg de miglustat.

Resultados de biomarcadores iniciales:

Se monitorizaron los niveles de alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y creatina
fosfocinasa (CPK) en pacientes humanos que pasaron de Lumizyme® a ATB200. Los pacientes recibieron dosis
ascendentes de ATB200 (5, 10 y 20 mg/kg) con posterior coadministracion de ATB200 (20 mg/kg) y miglustat (130 y
260 mg). Niveles altos de la enzima CPK pueden indicar lesién o estrés del tejido muscular, corazén o cerebro. ALT y
AST elevadas son marcadores de dafio hepatico y muscular en la enfermedad de Pompe, respectivamente. El analisis
inicial de los niveles de ALT, AST y CPK se muestra en las Figuras 38-41. Como puede observarse a partir de las
Figuras 38-41, dos pacientes mostraron una tendencia temprana hacia la mejora en los tres biomarcadores y dos
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pacientes permanecieron estables. Un paciente tuvo reducciones de 44 %, 28 % y 34 % en CPK, AST y ALT
respectivamente. Otro paciente tuvo reducciones de 31 %, 22 % y 11 % en CPK, AST y ALT respectivamente.

Hasta el momento, no ha habido eventos adversos graves (SAE). Los AE fueron generalmente leves y transitorios. No
hubo reacciones asociadas a la infusién hasta la fecha después de 100+ infusiones en todos los pacientes inscritos.
Todos los pacientes tuvieron anticuerpos anti-rhGAA en el inicio que permanecieron generalmente estables. Las
citocinas permanecieron bajas y estables durante las infusiones.

Ejemplo 15: Niveles de GAA y LAMP1 en fibroblastos naturales y con Pompe

Se utilizé6 microscopia con inmunofluorescencia para detectar los niveles de GAA y LAMP1 en fibroblastos naturales
y fibroblastos con Pompe con una mutacioén de empalme comin. Como se muestra en la Figura 27, la GAA esta en
distintos compartimientos lisosdmicos en los fibroblastos naturales. La Figura 27 también muestra una sefial de GAA
abundante en los fibroblastos con Pompe, y que ambas sefiales de GAA y LAMP1 en los fibroblastos con Pompe
parecen estar localizadas en el ER y el Golgi, en lugar de los lisosomas distales. Esto es un indicio del trafico alterado
de proteina GAA en fibroblastos con Pompe.

Ejemplo 16: Mejora de la disfuncion celular y la funcién muscular en ratones con Gaa inactivado

Se ha mostrado que la alteracién del catabolismo de glucégeno lisosomico debido a la deficiencia de GAA causa
disfuncién celular sustancial como se evidencia por la autofagia pronunciada, persistente y la proliferacion y
acumulacién de compartimientos intracelulares unidos a la membrana llenos con glucogeno acumulado (N. Raben et
al.). Nuestros datos inmunohistolégicos indican que el trafico de proteinas esta significativamente alterado para
muchas proteinas, incluidas varias proteinas esenciales que son vitales para la estabilidad de la membrana muscular
tales como distrofina, a- y B-distroglicano, varios sarcoglicanos y otros que comprenden el complejo de distrofina
glicoproteina, asi como proteinas que participan en la reparacidon muscular tales como disferlina. Estas proteinas
musculares esenciales requieren un trafico de proteinas adecuado hacia la membrana celular muscular cuando
funcionan. Como se muestra en la Figura 28, nuestros datos inmunohistolégicos relevan que una fracciéon
considerables de estas proteinas musculares esenciales tiene una ubicacion intracelular en musculos del modelo de
ratén con Gaa inactivado (KO) de la enfermedad de Pompe. Estos datos sugieren que el trafico alterado de estas
proteinas musculares esenciales puede inducir una pseudodistrofia muscular que, en dltima instancia, conduce a la
debilidad muscular y a la incapacidad de su reparacién. Se evaluaron alglucosidasa alfa (Myozyme®) y ATB200 con
y sin 10 mg/kg de miglustat en ratones Gaa KO con dosis de ERT equivalente (20 mg/kg) a través de una pauta de
dosificacion cada dos semanas. Después de 2 administraciones, la alglucosidasa alfa redujo modestamente el
glucogeno lisosémico acumulados en musculos esqueléticos (Figuras 32A-32C) y tuvo efectos insignificantes hacia la
reduccién de la autofagia (Figuras 30A-30B) o la proliferacién lisosémica (Figuras 29A-29B) en comparacién con
ratones tratados con vehiculo. En cambio, se observéd un aclaramiento de glucoégeno lisosémico sustancialmente mejor
con ATB200/miglustat en condiciones idénticas (Figuras 32A-32D). ATB200/miglustat también parecid6 mejorar la
fisiologia muscular global como se evidencié por niveles de LC3 Il reducidos (Figuras 30A-30B), un biomarcador de
autofagia ya establecido, y por el aclaramiento de vesiculas intracelulares acumuladas tefiidas con LAMP1 (Figuras
29A-29B), una proteina de membrana integral lisosémica residente conocida y disferlina (Figuras 31A-31B), una
proteina de superficie celular conocida que participa en la reparacién muscular. Ademas, ATB200/miglustat mejord
significativamente la arquitectura muscular que se asemejo a las fibras musculares de ratones naturales.

Ademas, las Figuras 29-32 muestran que dos lotes diferentes de ATB200 (procesos de fabricacion de ultima
generacién y anterior) produjeron resultados semejantes. En las Figuras 32A-32D, * indica estadisticamente
significativo en comparacién con Myozyme® solo.

Ejemplo 17: Funcion muscular en ratones con Gaa inactivado

En estudios a mas largo plazo de 12 administraciones bisemanales, 20 mg/kg de ATB200 mas 10 mg/kg de miglustat
aumentaron progresivamente la resistencia muscular funcional en ratones Gaa KO con respecto al inicio seguin se
midi6 por pruebas de resistencia de agarre y alambre ("wire hang") (Figuras 33A-33B). Se observd que los ratones
tratados con alglucosidasa alfa (Lumizyme®) que recibieron la misma dosis de ERT (20 mg/kg) empeoraron en
condiciones idénticas a lo largo de la mayor parte del estudio (Figuras 33A-33B). Al igual que en el estudio a mas corto
plazo, ATB200/miglustat tuvieron un aclaramiento de glucégeno sustancialmente mejor después de 3 meses (Figuras
34A-34C) y 6 meses (Figuras 34D-G) de tratamiento que la alglucosidasa alfa. ATB200/miglustat también redujeron
la autofagia y la acumulacién intracelular de LAMP1 y disferlina después de 3 meses de tratamiento (Figura 35) en
comparacion con alglucosidasa alfa. En la Figura 33A, * indica estadisticamente significativo en comparacién con
Lumizyme® solo (p<0,05, prueba de la t bilateral). En las Figuras 34A-34G, * indica estadisticamente significativo en
comparaciéon con Lumizyme® solo (p<0,05, comparacion multiple al usar el método de Dunnett en analisis ANOVA
unidireccional). Tomados juntos, estos datos indican que ATB200/miglustat se dirigido de manera eficaz a los musculos
para revertir la disfuncién celular y mejorar la funcién muscular. De manera importante, las mejoras aparentes en la
arquitectura muscular y la autofagia y acumulacion intracelular reducidas de LAMP1 y disferlina pueden ser buenos
sustitutos para la fisiologia muscular mejorada que se correlacionan con mejoras en la resistencia muscular funcional.
Estos resultados sugieren que monitorizar la autofagia y estas proteinas musculares esenciales puede ser un método
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racional, practico para evaluar la eficacia de los tratamientos terapéuticos para la enfermedad de Pompe en ratones
Gaa KO que pueden ser biomarcadores Utiles de biopsias musculares en estudios clinicos.

La Figura 40 muestra que 6 meses de administracion de ATB200 con o sin miglustat bajaron la acumulacion intracelular
de distrofina en ratones Gaa KO. Hubo una reduccién mayor de la acumulacién de distrofina para ATB200 + miglustat
que con Lumizyme®.

Ejemplo 18: Efecto del contenido de acido sidlico en ATB200 en ratones con Gaa inactivado

Se evaluaron dos lotes de ATB200 con diferente contenido de acido sialico para determinar la farmacocinética y
eficacia en ratones Gaa KO. La Tabla 16 proporciona un resumen de las caracteristicas para los dos lotes.

Tabla 16:

ECaracteristica Lote A Lote B

EAcido sialico 4,0 mol/mol de proteina 5,4 mol/mol de proteina

EActividad especifica { 115831 (nmol 4mu/mg de {120929 (nmol 4mu/mg de§
? proteina/h) proteina/h)

EUnién a CIMPR Ka=2,7 nM Kd=2,9 nM

Como puede observarse a partir de la Tabla 16, el Lote B tenia un contenido de acido sialico mas alto que el Lote A,
pero un contenido ligeramente menor de M6P que el Lote A.

La Figura 36 muestra los perfiles de concentracién-tiempo de la actividad de GAA en plasma en ratones Gaa KO
después una Unica dosificacién en bolo 1V de ATB200. La semivida de los Lotes A y B se proporcionan en la Tabla 17
a continuacion.

Tabla 17:
‘Semivida (h) ‘Media + EEM
‘Lote A 10,50 £ 0,02

Lote B 10,60 + 0,03

Como puede observarse a partir de la Tabla 17, el Lote B tuvo una semivida mas baja que el Lote A. Si bien la
disminucién en la semivida fue modesta, esta disminucion en la semivida fue estadisticamente significativa (p<0,05 en
prueba de la t bilateral).

En un estudio relacionado, se administraron en la vena de la cola inyecciones de bolo IV de ATB200 (Lote Ay B) y
Lumizyme® a ratones Gaa KO cada dos semanas para un total de 2 inyecciones. Los niveles de glucégeno en tejidos
se midieron 14 dias después de la ultima administracién. Como se muestra en la Figuras 37A-37D, el Lote B fue
generalmente mas eficaz para reducir el glucogeno que el Lote A en dosis similares. Tanto el Lote A como el Lote B
fueron superiores que Lumizyme® para reducir el glucégeno. En las Figuras 37A-37D, * indica estadisticamente
significativo en comparaciéon con Lumizyme® (p<0,05, prueba de la t) y * indica comparacion estadisticamente
significativa del Lote Ay el Lote B a la misma dosis (p<0,05, prueba de la t).

Se pretende que las realizaciones descritas en la presente memoria sean ilustrativas de las presentes composiciones
y métodos, y no se pretende que limiten el alcance de la presente invencién. Se pretende que se incluyan diversas
modificaciones y cambios en consonancia con la descripcion en su totalidad y que son evidentes sin inconvenientes
para el experto en la técnica. Las reivindicaciones adjuntas no deberian limitarse mediante las realizaciones
especificas establecidas en los ejemplos, sino que deberian interpretarse de la manera mas amplia en consonancia
con la descripcién en su totalidad.

Alo largo de toda esta solicitud se citan patentes, solicitudes de patentes, publicaciones, descripciones de productos,
numeros de acceso a GenBank y protocolos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende moléculas de a-glucosidasa acida humana recombinante (rhGAA) para uso en el
tratamiento de la enfermedad de Pompe en combinacion con miglustat en un paciente que lo necesita;

en donde el paciente tiene experiencia en terapia de reemplazo enzimatico (ERT);

en donde la composicién se administra por via intravenosa en una dosis de 5 mg/kg a 20 mg/kg y el miglustat se
administra por via oral en una dosis de 260 mg o 130 mg;

en donde las moléculas de rhGAA se producen en células de ovario de hamster chino (CHO, por sus siglas en inglés),
las moléculas de rhGAA comprenden siete sitios de N-glicosilacién potenciales, 40 %-60 % de los N-glicanos en las
moléculas de rhGAA son N-glicanos de tipo complejo, y al menos 50 % de las moléculas de rhGAA llevan una unidad
de bis-manosa-6-fosfato (bis-M6P, por sus siglas en inglés) en el primer sitio de N-glicosilacién potencial.

2. La composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en donde las moléculas de rhGAA tienen cuando se expresan
(iy una secuencia al menos 95 % idéntica a la SEQ ID NO: 4; 0

(i} la secuencia de la SEQ ID NO: 4, en donde las moléculas de rhGAA sufren una modificaciéon después de la
traduccion para eliminar los primeros 56 aminoacidos.

3. La composicién para su uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde al menos 55 % de las moléculas
de rhGAA tienen una unidad de bis-MP6 en el primer sitio de N-glicosilacién potencial.

4. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde al menos 70 % de las
moléculas de rhGAA estan fosforiladas en el primer sitio de N-glicosilacién potencial.

5. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde al menos 40 % de las
moléculas de rhGAA tienen una unidad de mono-manosa-6-fosfato (mono-M6P) en el segundo sitio de N-glicosilacion
potencial.

6. La composicion para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde al menos 40 % de las
moléculas de rhGAA tienen una unidad de bis-M6P en el cuarto sitio de N-glicosilacién potencial.

7. La composicion para su uso seguln una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde al menos 25 % de las
moléculas de rhGAA tienen una unidad de mono-M6P en el cuarto sitio de N-glicosilacién potencial.

8. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la composicion
se administra en una dosis de 20 mg/kg mediante infusidn intravenosa en aproximadamente cuatro horas cada 2
semanas, en donde el miglustat se administra una hora antes de la infusion intravenosa de la composicién, y en donde
el paciente ayuna durante al menos dos horas antes y al menos dos horas después de la administracion oral de
miglustat.

9. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la composicion se administra
por via intravenosa en una dosis de 5 mg/kg, 10 mg/kg o 20 mg/kg.

10. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la composicién se administra
por via intravenosa en una dosis de 20 mg/kg y el miglustat se administra por via oral en una dosis de 260 mg.

11. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el paciente es ambulatorio.
12. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el paciente no es ambulatorio.

13. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde el paciente ha recibido
previamente ERT con alglucosidasa alfa.

14. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el paciente no es ambulatorio
y ha recibido ERT con alglucosidasa alfa durante al menos 2 afios previamente.

15. La composicion para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el paciente es ambulatorio y
ha recibido ERT con alglucosidasa alfa durante los 2-6 afios previos.

16. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde las moléculas de rhGAA
tienen una secuencia al menos 95 %, al menos 98 % o al menos 99 % idéntica a la SEQ ID NO: 5.
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