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DESCRIPCION
Composiciones para usar en el tratamiento del sindrome de Hunter
Campo técnico
Esta invencion se dirige a composiciones mejoradas para usar en el tratamiento del sindrome de Hunter.
Antecedentes de la técnica

La mucopolisacaridosis tipo Il (MPS 1l, sindrome de Hunter) es un trastorno de almacenamiento lisosémico hereditario
recesivo ligado al cromosoma X causado por una deficiencia de iduronato-2-sulfatasa, que funciona para degradar los
mucopolisacaridos [1]. La deficiencia de iduronato-2-sulfatasa provoca la acumulacién de glicosaminoglicanos (GAG)
no degradados en las células y conduce al dafio multiorganico progresivo [2]. Entre los diversos tipos de GAG, el
dermatansulfato (DS) y el heparansulfato (HS) son los principales GAG que se acumulan en la MPS 11 [2].

El fenotipo clinico de la MPS Il se clasifica en formas atenuadas y graves. Los pacientes con la forma atenuada
muestran manifestaciones somaticas, que incluyen cara gruesa, hepatoesplenomegalia, disostosis multiple y rigidez
articular sin afectacién neurolégica, mientras que los pacientes con la forma grave presentan deterioro neurolégico y
neurodegeneracion progresiva, ademas de los sintomas somaticos. Un nivel insuficiente de IDS enddgena provoca
una acumulacién patolégica de heparansulfato y dermatansulfato en, p. €j., el corazén, higado, sistema nervioso
central (SNC), etc. Los sintomas, incluidos la neurodegeneracion y el retraso mental, aparecen durante la infancia y
puede producirse una muerte prematura debido a dafio organico cerebral.

La terapia de reemplazo enzimatico (ERT) implica la administracién sistémica de proteinas y/o enzimas de origen
natural o recombinante a un sujeto. Las terapias aprobadas se administran normalmente a los sujetos por via
intravenosa y, en general, son eficaces en el tratamiento de los sintomas somaticos de la deficiencia enzimatica
subyacente.

Como resultado de la distribucién limitada de la proteina y/ o enzima administrada por via intravenosa en las células
y tejidos del sistema nervioso central (SNC), el tratamiento de las enfermedades que tienen una etiologia del SNC ha
sido especialmente dificil porque las proteinas y/o enzimas administradas por via intravenosa no cruzan
adecuadamente la barrera hematoencefalica (BBB).

La barrera hematoencefalica (BBB) es un sistema estructural compuesto por células endoteliales que funciona para
proteger el sistema nervioso central (SNC) de sustancias nocivas en el torrente sanguineo, tales como bacterias,
macromoléculas (p. ej., proteinas) y otras moléculas hidréfilas, al limitar la difusion de dichas sustancias a través de
la BBB y hacia el liquido cefalorraquideo (LCR) y el SNC subyacentes.

Muchos han creido que la barrera a la difusién en la superficie del cerebro, asi como la falta de métodos de
administracién eficaces y convenientes, eran un obstaculo demasiado grande para lograr un efecto terapéutico
adecuado en el cerebro para cualquier enfermedad.

El sindrome de Hunter afecta al sistema nervioso y, por lo tanto, presenta desafios inicos en el tratamiento de estas
enfermedades con terapias tradicionales. A menudo hay una gran acumulacioén de glicosaminoglicanos (GAG) en las
neuronas y meninges de las personas afectadas, lo que conduce a diversas formas de sintomas en el SNC.

Por lo tanto, sigue existiendo una gran necesidad de administrar eficazmente agentes terapéuticos al cerebro. Méas
particularmente, existe una gran necesidad de una administracién més eficaz de agentes activos al sistema nervioso
central para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico tales como el sindrome de Hunter. Los
documentos US 2014/271598 A1 y WO 2011/163649 A2 describen composiciones que comprenden idursulfasa-beta
para usar en el tratamiento del sindrome de Hunter.

Para superar la BBB, la administracion directa del farmaco mediante inyecciones intratecales o intraventriculares de
enzimas recombinantes ha demostrado resultados prometedores en varios tipos de modelos animales de MPS [3-7].
Ademas, un ensayo clinico de fase I/ll informé que la inyeccion intratecal (IT) de idursulfasa (IDS) reducia las
concentraciones de GAG en el liquido cefalorraquideo (LCR) en aproximadamente 8090% en nifios con la forma grave
de MPS Il. Sin embargo, en el ensayo clinico se han descrito una gran cantidad de acontecimientos adversos, la
mayoria de los cuales estuvieron relacionados con el mal funcionamiento del dispositivo de administracién IT de
farmacos [8].

Aunque el mecanismo celular de la neurodegeneracién en la forma grave de la MPS Il no se comprende
completamente, varios estudios recientes han demostrado una correlacién entre los disacaridos derivados del HS y el
retraso mental en grandes cohortes de pacientes con MPS [9, 10]. Ademas, estudios en animales han demostrado
que el HS posiblemente produzca trastornos neurolégicos asociados con el modelo de ratones de MPS Il al activar la
adhesion focal basada en integrinas en astrocitos o células madre neurales [11, 12]. Akiyama et al. [13] describieron
que "el GAG patolégico" medido mediante el ensayo Sensi-Pro Non-Reducing End HS [14] tenia mayor sensibilidad y
especificidad que los GAG totales en el tejido cerebral de ratones con MPS |l [13]. Basandose en estos datos, la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2978 197 T3

cantidad de HS acumulada podria ser un biomarcador mas sensible para representar la patologia cerebral y la funcién
neurologica de la MPS Il que la cantidad total de GAG. Sin embargo, la medicion del HS del tejido cerebral no es
posible en el entorno clinico. Por lo tanto, es necesario descubrir un biomarcador clinico Util que represente el HS del
tejido cerebral. Los autores de la invencién plantearon la hipétesis de que la concentracién de HS en el LCR podria
ser uno de los biomarcadores clinicos si se correlaciona con la cantidad de GAG en el tejido cerebral, especialmente
de HS.

Una sola inyeccion ICV (intracerebroventricular) de IDS-B segln esta invencion era bien tolerada y producia una
reduccién significativa del HS y los GAG en el cerebro y otros tejidos somaticos. También descubrieron que una
correlacién positiva significativa del contenido de HS en el LCR con el HS cerebral y los GAG cerebrales sugiere que
la concentraciéon de HS en el LCR podria ser un biomarcador Gtil para representar la patologia cerebral en pacientes
con MPS con implicacion del SNC.

La presente invencién proporciona un enfoque eficaz para la administracién directa de agentes terapéuticos al sistema
nervioso central (SNC). La presente invencién se basa en el descubrimiento de que la idursulfasa-beta (IDS-B), una
proteina iduronato-2-sulfatasa recombinante humana desarrollada como una enzima de reemplazo eficaz para el
sindrome de Hunter, puede introducirse directamente en los ventriculos de un sujeto mediante administracion
intracerebroventricular (ICV), de manera que la enzima se difunda de manera efectiva y extensa a través de diversas
superficies y penetre en varias regiones del cerebro, incluidas las regiones cerebrales profundas. Los presentes
autores de la invencién han demostrado que dicha administracién de proteinas se puede lograr usando formulaciones
simples a base de solucién salina y sin inducir efectos adversos sustanciales, tales como una respuesta inmunitaria
grave, en el sujeto. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un enfoque altamente eficaz, clinicamente deseable
y respetuoso para el paciente para la administracion directa al SNC para el tratamiento del sindrome de Hunter.

Descripcion de la invencion
Problema técnico

Para el tratamiento del sindrome de Hunter, sigue existiendo una gran necesidad de administrar eficazmente agentes
terapéuticos al cerebro. La inyeccién intratecal (IT), o la administracion de proteinas terapéuticas al liquido
cefalorraquideo (LCR), se ha intentado recientemente para tratar a pacientes con sindrome de Hunter, pero en un
ensayo clinico se ha descrito un gran niumero de acontecimientos adversos [8]. Aunque la mayoria de los efectos
adversos estuvieron relacionados con el mal funcionamiento del dispositivo de administracién IT de farmacos, seria
necesario otro enfoque, tal como la administracién intracerebroventricular (ICV), para el tratamiento de pacientes con
sindrome de Hunter. La administracién ICV seria un enfoque eficaz para la administracién directa de agentes
terapéuticos a los ventriculos de los pacientes, actualmente no hay productos aprobados y/o productos en desarrollo
para el tratamiento del sindrome de Hunter mediante la administracion ICV.

Efectos ventajosos de la invencion

La IDS-B administrada por via intracerebroventricular segun esta invencién disminuia los niveles de heparansulfato
(HS) y glicosaminoglicanos (GAG) en el cerebro y el liquido cefalorraquideo (LCR) en ratones con MPS I1.

La IDS-B administrada por via intracerebroventricular segun esta invencién disminuia los niveles de heparansulfato
(HS) y glicosaminoglicanos (GAG) en tejidos somaticos (periféricos) incluyendo corazén, pulmén, higado, bazo y rifién
en ratones con MPS II.

Segln esta invencién, la tendencia a la concentracion de GAG en el cerebro puede predecirse a partir del nivel de
heparansulfato en el LCR, lo que puede permitir un diagnostico mas seguro y facil de la gravedad de la acumulacién
de GAG en el cerebro.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los niveles de GAG en los tejidos cerebrales de ratones con IDS KO después de una Unica
inyeccién ICV de IDS-B.

La figura 2 muestra los niveles de HS en el LCR vy tejidos cerebrales de ratones con IDS KO después de una Unica
inyeccién ICV de IDS-B.

La figura 3 muestra una correlacién entre el nivel de HS en el LCR y el nivel de HS en tejidos cerebrales de ratones
con IDS KO después de una unica inyeccion ICV de IDS-B.

La figura 4 muestra los niveles de GAG en tejidos somaticos de ratones con IDS KO después de una Unica inyeccién
ICV de IDS-B.

La figura 5 muestra tejidos cerebrales recogidos en diferentes puntos temporales después de inyeccion y visualizados
con azul de tripano.
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La figura 6 muestra los niveles de GAG en tejidos del corazon de ratones con IDS KO después de una Unica inyeccién
ICV de IDS-B.

La figura 7 muestra los niveles de GAG en tejidos del pulmén de ratones con IDS KO después de una Unica inyeccion
ICV de IDS-B.

La figura 8 muestra los niveles de GAG en tejidos del higado de ratones con IDS KO después de una Unica inyeccion
ICV de IDS-B.

La figura 9 muestra los niveles de GAG en los tejidos del bazo de ratones con IDS KO después de una Unica inyeccién
ICV de IDS-B.

La figura 10 muestra los niveles de GAG en tejidos de rifién de ratones con IDS KO después de una Unica inyeccion
ICV de IDS-B.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién

Como se describe en detalle a continuacién, los presentes autores de la invencién han desarrollado con éxito
formulaciones estables para la administracién intracerebroventricular (ICV) eficaz de la proteina idursulfasa-beta (IDS-
B). El alcance de la invencién esta definido por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion incluye una formulacién estable para la administracién intracerebroventricular (ICV) directa que
comprende la proteina idursulfasa-beta (IDS-B), sal y tensioactivo polisorbato. La proteina IDS-B esta presente en la
formulacion ICV en una concentracién de 15 mg/mil.

En diversas realizaciones, la presente invencion incluye una formulacién estable de cualquiera de las realizaciones
descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, la IDS-B comprende proteinas que tienen una
secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la IDS-B comprende ademas proteinas que
tienen una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. La SEQ ID NO: 1 es una proteina iduronato-2-sulfatasa
humana recombinante. La SEQ ID NO: 2 es una proteina iduronato-2-sulfatasa humana recombinante con su cisteina
59 sustituida por una formil-glicina (G*).

En algunas realizaciones, la IDS-B contiene aproximadamente 35% (porcentaje en moles) o menos de proteinas que
tienen la SEQ ID NO: 1 y aproximadamente 65% (porcentaje €1 moles) o mas de proteinas que tienen la SEQ ID NO:
2. En algunas realizaciones, la IDS-B contiene aproximadamente 20-35% (porcentaje @i moies) de proteinas que
tienen la SEQ ID NO: 1 y aproximadamente 65-80% (porcentaje &n malas) de proteinas que tienen la SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la IDS-B comprende proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos al menos 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 0 98% idéntica a la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la IDS-B
comprende proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos al menos 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% 0 98% idéntica a la SEQ ID NO: 2.

Segun la invencion, el NaCl esta presente en una concentracién de 150 mM.

Segun la invencion, la formulaciéon comprende polisorbato 20 (Tween 20) en una concentracion de 0,005%, es decir,
0,05 mg/ml. En diversas realizaciones, se selecciona otro tensioactivo polisorbato del grupo que consiste en
polisorbato 40, polisorbato 60, polisorbato 80 y sus combinaciones.

En diversas realizaciones, la presente invencién incluye una formulaciéon estable de cualquiera de las realizaciones
descritas en el presente documento, en donde la formulacién comprende ademas un agente de tamponamiento. En
algunas realizaciones, el agente de tamponamiento se selecciona del grupo que consiste en fosfato en una
concentracion no superior a 5 mM, acetato, histidina, succinato, Tris y combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, el agente de tamponamiento es fosfato, pero en una concentracién no superior a 5 mM. El fosfato esta
presente en una concentracién no superior a 5 mM (p. €j., no superior a 0,25 mM o 0,12 mM).

La formulacion segin la invencién tiene un pH de 6,0.

En diversas realizaciones, la presente invencion incluye formulaciones estables de cualquiera de las realizaciones
descritas en el presente documento, en donde la formulacién es una formulacion liquida. En diversas realizaciones, la
presente invencién incluye una formulacion estable de cualquiera de las realizaciones descritas en el presente
documento, en donde la formulacion se formula como polvo seco liofilizado.

Segun la invencién, la formulacién para la administracién ICV comprende la proteina IDS-B en una concentracién de
15 mg/ml, NaCl en una concentracién de 150 mM, el polisorbato 20 en una concentracién de 0,005% (0,05 mg/ml) y
un pH de 6,0.
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En diversos aspectos, la presente invencion incluye un recipiente que comprende una forma de dosis Unica de una
formulacién estable de diversas realizaciones descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, el
recipiente se selecciona de una ampolla, un vial, un frasco, un cartucho, un depdésito, un Lyo-Ject o una jeringa
precargada. En algunas realizaciones, el recipiente es una jeringa precargada. En algunas realizaciones, la jeringa
precargada se selecciona de jeringas de vidrio de borosilicato con revestimiento de silicona horneada, jeringas de
vidrio de borosilicato con silicona pulverizada o jeringas de resina plastica sin silicona. En algunas realizaciones, la
formulacién estable esta presente en un volumen de menos de aproximadamente 50 ml (p. ej., menos de
aproximadamente 45 ml, 40 ml, 35 ml, 30 m, 25 ml, 20 ml, 15 ml, 10 ml, 5ml, 4 ml, 3 ml, 25 ml, 2,0 ml, 1,5 ml, 1,0 ml
0 0,5 ml). En algunas realizaciones, la formulacién estable esta presente en un volumen de aproximadamente 6,0 ml.
En algunas realizaciones, la formulacion estable esta presente en un volumen de aproximadamente 3,0 ml. En algunas
realizaciones, estan presentes 2,0 ml de formulacién estable en un vial de 6,0 ml. En algunas realizaciones, estan
presentes 1,5 ml de formulacién estable en un vial de 5,0 ml. En algunas realizaciones, esta presente 1,0 ml de
formulacién estable en un vial de 3,0 ml.

La presente invencion se refiere a composiciones para usar en el tratamiento del sindrome de Hunters, que incluyen
la etapa de administrar una formulacién por via intracerebroventricular a un sujeto que necesite tratamiento, segun la
reivindicacién 1.

Segun la invencion, el sujeto que necesita tratamiento tiene un sistema de catéter intraventricular que tiene un depésito
y un catéter, tal como el deposito Ommaya, implantados para la administracion ICV. En algunas realizaciones, la
administracion ICV se realiza inyectando las formulaciones ICV mencionadas anteriormente con un caudal de 0,1-60
ml/minuto, en el depésito. En algunas realizaciones, el liquido cefalorraquideo (LCR) de un sujeto se extrae del
depédsito con un caudal de 0,1-60 ml/minuto antes de la administracién ICV de las formulaciones, de modo que no
haya un aumento neto en el volumen del LCR del sujeto después de la administracién ICV, para evitar el aumento de
la presion en el cerebro. En algunas realizaciones, se permite que la formulacién inyectada en el deposito viaje a
través del catéter hasta el ventriculo de un sujeto presionando y liberando suavemente el depésito.

En algunas realizaciones, la administracion ICV no produce efectos adversos sustanciales (p. ej., una respuesta
inmunitaria grave) en el sujeto. En algunas realizaciones, la administracién ICV no produce una respuesta inmunitaria
adaptativa mediada por células T sustancial en el sujeto.

En algunas realizaciones, la administracién ICV de la formulacién da como resultado la administracién de la proteina
IDS-B a varios tejidos diana del cerebro, la médula espinal y érganos periféricos. En algunas realizaciones, la
administracién ICV de la formulacién da como resultado la administracion de la proteina IDS-B a los tejidos diana del
cerebro. En algunas realizaciones, los tejidos diana del cerebro comprenden materia blanca y/o neuronas en la materia
gris. En algunas realizaciones, la proteina IDS-B se administra a neuronas, células gliales, células perivasculares y/o
células meningeas. En algunas realizaciones, la proteina IDS-p se administra ademas a las neuronas de la médula
espinal.

En algunas realizaciones, la administracién ICV de la formulacién ademas da como resultado la administracién
sistémica de la proteina IDS-B a los tejidos diana periféricos. En algunas realizaciones, los tejidos diana periféricos se
seleccionan de, pero no se limitan a, corazén, higado, bazo, pulmén y/o rifién.

En algunas realizaciones, la administracion ICV de la formulacién da como resultado la localizacién lisosémica celular
en los tejidos diana del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En algunas realizaciones,
la administracién ICV de la formulacion da como resultado la reduccién del almacenamiento de GAG en los tejidos
diana del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos. En algunas realizaciones, el
almacenamiento de GAG se reduce en al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 1 vez, 1,5 veces
0 2 veces en comparacion con un control negativo (p. gj., el almacenamiento de GAG en el sujeto antes del tratamiento
o después de la administracién de solamente vehiculo). En algunas realizaciones, la administracién ICV de la
formulacién da como resultado una vacuolizacién reducida en las neuronas (p. ej., en al menos 20%, 40%, 50%, 60%,
80%, 90%, 1vez, 1,5 veces 0 2 veces en comparacion con un control negativo). En algunas realizaciones, las neuronas
comprenden células de Purkinje.

En algunas realizaciones, la administracion ICV de la formulacién da como resultado un aumento de la actividad
enzimatica de la IDS-B en los tejidos diana del cerebro, neuronas de la médula espinal y/o tejidos diana periféricos.
En algunas realizaciones, la actividad enzimatica de la IDS-p aumenta en al menos 1 vez, 2 veces, 3 veces, 4 veces,
5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces 0 10 veces en comparacion con un control negativo (p. €j., la actividad
enzimatica endégena en el sujeto antes del tratamiento o después de la administracion de solamente vehiculo). En
algunas realizaciones, el aumento de la actividad enzimatica de la IDS-B es de al menos aproximadamente 10
nmol/h/mg, 20 nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50 nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70 nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg,
100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200 nmol/h/mg, 250 nmol/h/mg, 300 nmol/h/mg, 350 nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450
nmol/h/mg, 500 nmol/h/mg, 550 nmol/h/mg o0 600 nmol/h/mg.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2978 197 T3

En algunas realizaciones, la administracion ICV de la formulacién da como resultado la reduccion de la intensidad,
gravedad o frecuencia, o retraso en la aparicién de al menos un sintoma o caracteristica del sindrome de Hunter. En
algunas realizaciones, el al menos un sintoma o caracteristica del sindrome de Hunters es el deterioro cognitivo;
lesiones de la sustancia blanca; espacios perivasculares dilatados en el parénquima cerebral, ganglios, cuerpo calloso
y/o tronco encefalico; atrofia y/o ventriculomegalia.

En algunas realizaciones, la administracién ICV tiene lugar una vez cada dos semanas. En algunas realizaciones, la
administracién ICV tiene lugar una vez cada tres semanas. En algunas realizaciones, la administracién ICV tiene lugar
una vez al mes. En algunas realizaciones, la administracién ICV tiene lugar una vez cada dos meses. En algunas
realizaciones, la administracién es continua, tal como a través de una bomba de perfusién continua. En algunas
realizaciones, la administracion ICV se usa junto con la administracion intravenosa (V). En algunas realizaciones, la
administracion IV tiene lugar una vez a la semana. En algunas realizaciones, la administracién IV tiene lugar una vez
cada dos semanas. En algunas realizaciones, la administracion IV tiene lugar una vez al mes. En algunas
realizaciones, la administracién |1V tiene lugar una vez cada dos meses.

En algunas realizaciones, las administraciones IV e ICV se llevan a cabo el mismo dia. En algunas realizaciones, las
administraciones 1V e ICV no se realizan en el plazo de un determinado periodo de tiempo una de otra, tal como no
en el plazo de al menos 2 dias, en el plazo de al menos 3 dias, en el plazo de al menos 4 dias, en el plazo de al menos
5 dias, en el plazo de al menos 6 dias, en el plazo de al menos 7 dias o en el plazo de al menos una semana. En
algunas realizaciones, las administraciones IV e ICV se llevan a cabo con una pauta que alterna, tal como alternando
administraciones semanalmente, cada dos semanas, dos veces al mes 0 mensualmente. En algunas realizaciones,
una administracién ICV reemplaza una administraciéon IV en una pauta de administracién, tal como en una pauta de
administraciéon intravenosa semanal, cada dos semanas, dos veces al mes o0 mensual, cada tercera, cuarta o quinta
administraciéon de esa pauta puede reemplazarse por una administraciéon ICV en lugar de una administracion
intravenosa.

En algunas realizaciones, las administraciones |V e ICV se llevan a cabo de forma secuencial, tal como llevando a
cabo primero las administraciones IV (p. ej., administraciones semanales, cada dos semanas, una vez cada tres
semanas, dos veces al mes, o mensuales durante dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco
meses, seis meses, un afio o0 mas) seguidas de las administraciones ICV (p. €]., administraciones semanales, cada
dos semanas, una vez cada tres semanas, dos veces al mes o0 mensuales durante mas de dos semanas, un mes, dos
meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio 0 mas). En algunas realizaciones, se llevan a
cabo primero las administraciones ICV (p. ej., administraciones semanales, cada dos semanas, una vez cada tres
semanas, dos veces al mes, mensuales, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses durante dos semanas,
un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, un afio o mas) seguidas de las
administraciones IV (p. €j., administraciones semanales, cada dos semanas, una vez cada tres semanas, dos veces
al mes o mensuales durante méas de dos semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis
meses, un afio 0 mas).

En algunas realizaciones, la administracion ICV se usa en ausencia de administracion IV.
En algunas realizaciones, la administracion ICV se usa en ausencia de una terapia inmunosupresora simultanea.
Ejemplos

En lo sucesivo, la presente invencién se describira con mas detalle con referencia a los ejemplos. Sera evidente para
un experto en la técnica que estos ejemplos tienen Unicamente fines ilustrativos y no deben interpretarse como
limitativos del alcance de la presente invencién.

Ejemplo 1
1-1: Visién general

Este estudio se realizé para investigar el efecto farmacolégico y la relacién dosis-respuesta de una Unica inyeccion
intracerebroventricular (ICV) de idursulfasa beta (IDS-B) en ratones con MPS Il. Ademas, se midi6 la concentracién de
HS en el LCR y se investigd la correlacion entre el HS del LCR y el HS y los GAG del tejido cerebral de ratones con
MPS II.

Se administraron tres dosis de inyecciones ICV de IDS-B (3, 10 y 30 ug) y se midieron los GAG de tejidos (cerebro,
corazon, pulmén, higado, bazo y rifion) a los 7, 14 y 28 dias después de la inyeccién. El HS se midié usando LC/MS-
MS en el LCR y los cerebros de ratones. Los GAG totales en el cerebro y otros tejidos somaticos de todos los grupos
tratados con IDS-B se redujo significativamente. La reduccion significativa se mantuvo durante 28 dias en el grupo de
inyeccion de 30 pg. También se demostré que se redujo el contenido de HS tanto en el LCR como en el tejido cerebral
de todos los grupos tratados con IDS-B. Ademas, se demostré que la concentraciéon de HS en el LCR se correlacionaba
significativamente con el HS cerebral y los GAG del tejido cerebral.
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Una sola inyeccién ICV de IDS-B segun esta invencién era bien tolerada y producia una reduccion significativa del HS
y los GAG en el cerebro y otros tejidos somaticos. También se descubrié que una correlaciéon positiva significativa del
contenido de HS en el LCR con el HS cerebral y los GAG cerebrales sugiere que la concentracién de HS en el LCR
podria ser un biomarcador Util para representar la patologia cerebral en pacientes con MPS Il con implicacion del SNC.

1-2: Métodos
Animales

Se usaron los ratones con IDS inactivado (KO, por sus siglas en inglés knockout) previamente mencionados. En
resumen, se eliminé del exén 2 al ex6n 3 del gen Ids [15]. Los ratones con IDS KO se criaron a partir de una cepa de
fondo genético C57BL/6.129S y tenian una mutacién nula en el gen Ids. Los ratones de control de tipo natural (WT)
se criaron a partir de una cepa C57BL/B6.129S. El genotipo de todos los ratones se confirm6 mediante una reaccién
en cadena de la polimerasa del ADN obtenido de un corte en la cola. Este estudio fue aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales (nimero de aprobacién 20140925005) y se realizé de acuerdo con la
politica de bienestar animal del Instituto de Investigacion Biomédica Samsung, Sell (Corea).

Disefio del estudio

Los animales de 6 semanas de edad se asignaron a cinco grupos (12 animales en cada grupo) mediante aleatorizacién
estratificada. Los ratones con IDS KO se asignaron a cuatro grupos: Ratones con IDS KO con inyeccién de vehiculo
y ratones con IDS KO con tres dosis diferentes (3 pg, 10 pug y 30 pg) de inyeccion de IDS-B (Green Cross Corp.,
Yongin, Corea). Se sacrificaron cuatro animales de cada grupo cada 7, 14 y 28 dias después de la inyeccion ICV. Se
analizaron las concentraciones de GAG en varios tejidos (cerebro, corazén, pulmén, higado, bazo y rifién) y se
midieron las concentraciones de HS en el LCR y el cerebro a los 7, 14 y 28 dias después de la inyeccién.

Preparacion de IDS-B para inyeccién ICV

La solucién de vehiculo era una solucién de cloruro de sodio 150 mM - Tween 20 0,05 mg/ml (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania). Las soluciones de farmaco concentradas de IDS-B (50 mg/ml} se diluyeron con el vehiculo para
preparar concentraciones de 0,6, 2 y 6 mg/ml.

Inyeccion ICV

La inyeccion ICV Unica de los ratones se hizo a las 6 semanas de edad. Cada solucion de farmaco o vehiculo se
administré por via ICV a ratones en un volumen total de 5 pl. El dia de la administracion, los ratones se anestesiaron
con una inhalacién de isoflurano (Hana Pharm., Corea) y se colocaron en un instrumento estereotactico. Después de
hacer una pequefia incisién, se expuso el craneo y se limpié. La inyeccién ICV se llevé a cabo de acuerdo con los
métodos modificados descritos previamente [16, 17]. La IDS-B, o vehiculo, se inyecté en el ventriculo lateral derecho
con una aguja de calibre 31 a una velocidad de 10 ml/minuto controlada por una bomba de jeringa (Harvard Apparatus,
Holliston, MA, EE. UU.) utilizando las coordenadas (Benchmark, Neurolab, St. Louis, MO): 0,58 mm de caudal a
bregma, 1,25 mm de sutura lateral a sagital y 1,77 mm de profundidad. Se vigilé en el sitio de la inyeccién la rotura de
vasos o la hinchazon facial. Y luego se retir6 la aguja 15 segundos después de interrumpir el movimiento del émbolo
para evitar el reflujo. La incisién se cerr6 con clips para heridas y los ratones se colocaron en una almohadilla
isotérmica a 37°C y se observaron después de la cirugia hasta su recuperacién. El protocolo completo tardé 10-15
minutos para un animal. Para demostrar el éxito de la técnica de inyeccion ICV, se inyecté la solucién de colorante por
via ICV. El cerebro se extrajo en diferentes puntos de tiempo después de la inyeccioén y se visualizé. La inyeccién
adecuada de uno de los ventriculos permitié la distribucién del azul de tripano (0,05%) en el lado del cerebro inyectado
aproximadamente 10-15 minutos después de la inyeccion. Una amplia distribucién del azul de tripano en el hemisferio
cerebral fue visible aproximadamente 1 hora después de la inyeccion. Las inyecciones inexactas se pueden distinguir
por la falta de color azul en el hemisferio cerebral (Fig. 5).

Recoleccion de LCR vy tejido

Alos 7, 14y 28 dias después de la inyeccion, los ratones se sacrificaron mediante la inyeccién de cantidades excesivas
de solucién de alfaxalona (Jurox/nombre: Alfaxan) (15 mg/kg). El LCR se recogi6 de la cisterna magna mediante vidrio
de borosilicato (O.D.: 10 mm, I.D.: 0,75 mm) y se congel6 para medir la concentracién de HS. La sangre del tejido
cerebral de los ratones se limpié mediante perfusién transcardiaca con solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
durante 1520 min. El tejido cerebral se recogi6 y se congel6 en hielo seco. Luego, las muestras se homogeneizaron y
se dividieron en cuartos (la mitad se usé para la medicion de GAG y la otra mitad para la medicién de HS). Los otros
tejidos somaticos (corazén, pulmon, higado, bazo y rifién) también se recogieron y homogeneizaron en PBS.

Medicion de la concentracién de GAG totales en tejidos

Las muestras de tejido homogeneizadas se agitaron durante una noche a 4°C y se centrifugaron durante 15 min a
12.000 x g, y luego se recogieron los liquidos sobrenadantes. Los niveles totales de GAG se midieron usando el kit de
ensayo sGAG (Kamiya Biochemicals, Japén). Primero, se incubaron 50 ul de muestras homogeneizadas con 50 ul de
guanidina-HCI 8 mol/l a temperatura ambiente (TA) durante 15 min. Después, se afiadieron 50 pl de solucién de STA
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(H2S04 al 0,3%, Triton X-100 al 0,75%) durante 15 min a TA, y se afiadié una solucion de azul alcian a la solucién
durante 15 min. Después, las muestras se centrifugaron durante 15 min a 12.000 rpm y se enjuagaron con solucion
de DMSO (DMSO al 40%, MgCI2 0,05 mol/l}. Finalmente, se afiadieron 500 pl de solucién de Gu-prop (guanidina-HCI
4 mol/l, 1-propanol al 33%, Triton X-100 al 0,25%}) a los sedimentos y se dejé que la mezcla se disolviera por completo.
Alternativamente, se ley6 la absorbancia en el X-Mark (Bio-Rad, Hercules, CA) a 600 nm. La concentraciéon de GAG
se normaliz6é con respecto a la concentracién de proteina, que se midié con un kit de ensayo de proteinas BCA
(ThermoFisher, Waltham, MA}. La concentracion de GAG se expresdé como g de GAG/mg de proteina, calculada
mediante la curva de calibracion del sustrato de GAG, condroitin-6-sulfato. Los datos de cada muestra eran el
promedio de las mediciones por duplicado.

Medicion del HS en el LCR y el tejido cerebral

Los niveles de HS en las muestras de LCR vy tejido cerebral de los ratones se determinaron usando LC-MS/MS. Se
prepararon soluciones madre de 5 mg/ml de cada patrén de calibracién (STD) disolviendo sal sédica de HS o DS en
agua. Las soluciones madre de STD se diluyeron con un volumen apropiado de agua para preparar STD de 0,1, 0,2,
0,5,1,0,2,0,5,0, 10 y 20 pg/ml y muestras de control de calidad (QC) de 0,2, 2 y 15 pg/ml. Ademas, soluciones madre
de STD de 5 mg/ml se marcaron con deuterio para preparar HS-d6 y DS-d6 como patrén interno (IS). Se afiadieron
20 pl de soluciones de STD a un tubo de ensayo de vidrio y se evaporaron en nitrégeno. El residuo se metanolizé
mezclandolo con 200 pl de metanol-d4-cloruro de acetilo (400:64, v/v) y calentando durante 90 min a 65°C. Tras la
metandlisis, el disolvente se evapor6 con nitrogeno. El residuo se reconstituyd en 1 ml de agua, se diluy6é con agua-
metanol-acido férmico (950:50:1, v/v/v: tampén A) y la solucién preparada se usé como soluciéon madre del IS. La
muestra de LCR de ratén se centrifugd a 2100 x g a 4°C durante 5 min y el liquido sobrenadante se diluyé con un
volumen igual de PBS. El tejido cerebral del ratén se homogeneiz6 con hidroxido de sodio 0,01 mol/l (50 o 100 veces
el volumen para el peso cerebral). El homogeneizado se incubé durante 24 horas a temperatura ambiente y se
afiadieron 20 pl de homogeneizado a 180 ul de agua-cloroformo (4:5, v/v). Después de mezclar, la muestra se
centrifugé a 10.000 x g a 4°C durante 5 min y el liquido sobrenadante se diluy6é con un volumen igual de PBS. Estas
muestras preparadas a partir de LCR y cerebro se usaron como muestras de ensayo para el analisis de LC-MS/MS. 4
ul de muestra de ensayo de LCR (20 pl del cerebro), STD o QC en un tubo de ensayo se evaporaron con nitrégeno.
Al residuo se afiadieron 50 pl de HCI-MeOH 3 My 5 ul de 2,2-dimetoxipropano y se traté con ultrasonidos durante 3
min, se calentd durante 90 min a 65°C y se evapord. El residuo se reconstituy6é con 200 pl de solucién madre de IS,
se traté con ultrasonidos durante 3 min y se transfirié a un filtro centrifugo, se centrifugé a 10000 x g a 4°C durante 3
minutos y se analizé el filtrado resultante. Se inyectaron 5 pl de cada muestra en el espectrémetro de masas de triple
cuadrupolo API5000 (AB/MDS Sciex) equipado con un sistema ACQUITY UPLC (Waters). La muestra de ensayo y el
IS se separaron en una columna ACQUITY UPLC HSS T3 (100 A, 1,8 um, 2,1 mm por 100 mm) calentada a 40°C. La
gradiente de elucioén con un caudal de 0,4 ml/min. La elucién se realiz6 en gradiente lineal, donde el tampo6n B aumentd
del 0% al 45% entre 0,5 y 4 min, luego aumenté al 60% a los 4,01 min, se mantuvo al 60% durante 1 min, luego
disminuyé al 0% a los 5,01 min y luego se mantuvo al 0% durante 1 min. El espectrémetro de masas se hizo funcionar
con los ajustes que seleccionaron la ionizacién por electropulverizacién para el método de ionizacién y positiva para
la polaridad idnica. Se uso nitrdgeno como gas cortina (2,8 kg/cm? (40 psi)) y se uso aire como gas nebulizador (3,5
kg/cm? (50 psi)) y gas calentador (2,8 kg/cm? (40 psi)). Las condiciones de monitorizacion de iones se definieron como
voltaje de pulverizacion de iones de 4,5 kV y temperatura de la sonda Turbo de 600°C. Estos ajustes para el potencial
de desagrupamiento, potencial de entrada y energia de colision fueron 110V, 8 Vy 22 eV, respectivamente. Los datos
se adquirieron mediante monitorizacién de reacciones multiples (MRM}) utilizando la relacién masa/carga (m/z) 384 —
162 para HS, m/z 426 — 236 para DS, m/z 390 — 162 para HS-d6 y m/z 432 — 162 para DS-d6. Las areas de los
picos, la curva de STD y las concentraciones medidas se calcularon con Analyst ver. 1.5.1 (AB Scix).

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante GraphPad Prism 6. La prueba U de Mann Whitney se usé para comparar
las diferencias entre cada grupo tratado con farmaco y el grupo tratado con vehiculo en ratones KO. Las diferencias
con valores de P inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativas. Los datos se presentaron como
medias y SEM. Para determinar la relacion entre el HS del LCR y el HS cerebral y entre el HS del LCR y los GAG
cerebrales, se evaluaron 73 muestras de LCR y tejido cerebral de ratones, y los datos se analizaron usando regresion
lineal y rho de Spearman. Se calcularon los coeficientes de correlacion intraclase (ICC) y los intervalos de confianza
del 95%.

1-3: Resultados
Pesos corporales

Los pesos corporales de todos los grupos experimentales no cambiaron significativamente durante el periodo de
estudio. No hubo diferencias significativas en los pesos de los ratones de los grupos de ERT ICV en comparacién con
los de los grupos de control (ratones WT y ratones con IDS KO no tratados). Tampoco se encontrd ningun signo clinico
anormal durante los experimentos en ninguno de los grupos de ERT.

Una sola inyeccion ICV de IDS-B reducia los GAG en el tejido cerebral de ratones con IDS KO
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Los GAG totales en el tejido cerebral de los ratones KO en el grupo de inyeccion del vehiculo fueron significativamente
mas altos en comparacion con los de los ratones WT (Fig. 1). Los GAG totales en el tejido cerebral de todos los grupos
tratados con IDS-B se redujo significativamente en comparacién con los de los ratones de control de la enfermedad
después de 7 dias de administracién de dosis (Fig. 1). Sin embargo, se observé una reacumulacién de GAG 14 dias
después de la inyeccion en los grupos de inyeccién de 3 y 10 pg. 28 dias después de la inyeccién, la reduccion
significativa de GAG se mantenia en el grupo de inyeccion de 30 ug a pesar de que el nivel total de GAG volvia a
aumentar ligeramente en comparacién con el del dia 7 y el dia 14 (Fig. 1).

Una sola inyeccion ICV de IDS-B reducia el HS en el LCR y tejido cerebral de ratones con IDS KO

El nivel de HS aument6 significativamente en el LCR y el tejido cerebral de los ratones con IDS KO en comparacion
con el de los ratones de control WT (Fig. 2). Siete dias después de la inyeccién ICV, el contenido de HS en el LCR y
el tejido cerebral disminuyé significativamente en los tres grupos tratados con IDS-B. Las reducciones significativas de
HS en el tejido cerebral se mantuvieron durante los 28 dias (Fig. 2). El contenido de HS en el LCR permanecié reducido
14 y 28 dias después de la inyeccién ICV. Sin embargo, solo se encontré significacion estadistica en el grupo tratado
con 30 ug de IDS-B 28 dias después de la inyeccién ICV (Fig. 2).

El contenido de HS en el LCR se correlacionaba positivamente con el HS y los GAG del tejido cerebral.

Se encontré una correlacion positiva significativa entre el contenido de HS en el LCR y la concentracién de HS en el
tejido cerebral de las muestras de ratones (r=0,785, P <0,0001) (Fig. 3A). Ademas, el contenido de HS en el LCR
también tenia una correlacién positiva significativa con la concentracion de GAG en el tejido cerebral (r=0,703, P
<0,0001) (Fig. 3B).

La inyeccion ICV lnica de IDS-B disminuia los GAG de los tejidos somaticos de ratones con IDS KO

Se midié la concentracion total de GAG después de una sola inyeccion ICV tanto en el tejido cerebral como en otros
tejidos somaticos (corazén, pulmén, higado, bazo y rifién). La acumulaciéon de GAG se encontré en todos los tejidos
analizados de los ratones con IDS KO con la inyeccién de vehiculo en comparacién con los ratones WT (Fig. 4). 28
dias después de la inyeccion ICV, la administracion ICV de 30 ug de IDS-B mantenia una reduccién significativa de
los GAG totales en todos los tejidos examinados (Fig. 4). Las concentraciones de GAG de los tejidos somaticos a los
7 y 14 dias después de la inyeccién ICV se muestran en las Figs. 6-10.

1-4: Discusién

La MPS Il es el tipo mas comun de MPS en Asia, y aproximadamente el 70% de los pacientes con MPS |l tienen la
forma grave [18, 19]. Por lo tanto, la correccién de la patologia cerebral es una de las cuestiones mas importantes y
desafiantes en el tratamiento de pacientes con MPS Il. Se ha sugerido la inyeccién intratecal o intraventricular de la
enzima recombinante como estrategia para administrar el farmaco terapéutico al cerebro. En este estudio, se
realizaron inyecciones ICV Unicas de tres dosis diferentes de IDS-B en ratones con IDS KO de 6 semanas de edad
para evaluar la relacion dosis-respuesta y la evolucién temporal del efecto farmacolégico.

Los GAG totales en el tejido cerebral de todos los grupos tratados con IDS-B se redujo significativamente, y la
reduccion significativa de GAG se mantuvo durante 28 dias en el grupo de inyeccion de 30 pg (Fig. 1). La reduccion
significativa de la concentracién de HS en el LCR también se observé de manera consistente en el grupo tratado con
30 ug 28 dias después de la inyeccién ICV (Fig. 2). Por lo tanto, los autores de la invencién sugieren que una inyeccién
de 30 pg de IDS-B en el ventriculo lateral una vez cada cuatro semanas podria ser eficaz para reducir y mantener los
GAG cerebrales acumulados en ratones con MPS |l. Ademas, estos resultados podrian servir como evidencia basica
para decidir la dosis y la frecuencia de inyeccion en el uso clinico de inyecciones ICV de la enzima recombinante,
aunque deben tenerse en cuenta el tamafio del cerebro y la tasa metabdlica diferentes entre ratones y seres humanos.
Sin embargo, para dilucidar atin mas la eficacia de la administracion ICV de la enzima para mejorar la patologia del
SNC en la MPS I, se necesita ampliar el estudio con inyecciones repetidas y realizar evaluaciones funcionales,
incluyendo ensayos conductuales y analisis histolégicos del cerebro.

Entre los diversos tipos de MPS, la implicacion del SNC esta presente en la forma grave de la MPS | (enfermedad de
Hurler), la forma grave de la MPS II, MPS IIl y MPS VII. Por el contrario, los pacientes con MPS IV, MPS VI, el tipo
atenuado de MPS | (sindrome de Scheie) y el tipo atenuado de MPS Il no tienen deterioro cognitivo [2]. El HS es uno
de los principales GAG que se acumulan en las MPS [, II, lll y VII [10]. Varios informes han demostrado que el HS
acumulado en el tejido cerebral es responsable de las manifestaciones neurolégicas de las MPS [9-12]. Ademas, se
ha mostrado que la concentracién de HS es un biomarcador mas sensible y especifico en el tejido cerebral de ratones
con MPS 11 [13, 20]. Sin embargo, la medicién directa de la cantidad de HS en el tejido cerebral es imposible en el
entorno clinico. Por lo tanto, se analizaron las concentraciones de HS en el LCR y se tratdé de encontrar una correlacion
entre el nivel de HS en el LCR y el tejido cerebral. Los autores de la invencién demostraron que el contenido de HS
era significativamente mayor tanto en el LCR como en el tejido cerebral de los ratones con IDS KO en comparacién
con los ratones WT y disminuia en todos los grupos tratados con IDS-B (Fig. 2). Ademas, este es el primer estudio
para demostrar que la concentracién de HS en el LCR se correlacionaba significativamente con el HS del tejido
cerebral y los GAG del tejido cerebral (Fig. 3). Por lo tanto, se sugirié que el contenido de HS en el LCR podria ser
uno de los posibles biomarcadores para suponer los niveles de HS o GAG en el tejido cerebral. Sin embargo, para
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demostrar que el contenido de HS en el LCR realmente puede representar la patologia del SNC, son necesarios
estudios adicionales incluido el examen patolégico del tejido cerebral, ya que la patologia del SNC de la MPS Il se
debe no solo a la cantidad de acumulacion de GAG, sino también a la acumulacién secundaria de sustrato, inflamacion
y cambios degenerativos del SNC [12, 21, 22]. Si se demuestra la correlacion, el contenido de HS en el LCR podria
ser un parametro Util para evaluar la patologia del SNC en posibles ensayos clinicos futuros con pacientes con MPS
Il con implicacion del SNC.

Ademas, los autores de la invencién demostraron que la administracion ICV de IDS-p también reducia
significativamente la acumulacién de GAG en los tejidos somaticos (higado, bazo, rifién, corazén y pulmén) y en el
tejido cerebral de manera dependiente de la dosis, aunque el efecto diferia entre los tejidos (Fig. 4 y Figs. 6-10). Se
observd que el grado de reduccién de los GAG dependia de la dosis, y se indicé que la administracion de 30 pg de
IDS-B podria reducir significativamente y mantener los GAG acumulados en los tejidos somaticos durante 28 dias, que
era igual que en el tejido cerebral. En general, estos datos demuestran el transporte fisiolégico de una proteina
terapéutica desde el LCR a los 6rganos sistémicos después de la administracién ICV, lo que sugiere una ruta
clinicamente factible para la administracién de la enzima terapéutica tanto al cerebro como a los 6rganos sistémicos.
Ademas, el LCR podria servir como depoésito intermedio para una enzima inyectada desde el cual se transfieren
gradualmente algunas cantidades a la circulacién sistémica después de la inyeccién ICV. Aunque el mecanismo de
suministro de enzimas desde el LCR a la circulacién sistémica no esta claro, se ha sugerido que el LCR que contiene
iduronato-2-sulfatasa podria comunicarse con la circulacion venosa sistémica a través del espacio subaracnoideo [6,
23-25].

En conclusién, una sola inyeccién ICV de IDS-B era bien tolerada y producia una reduccién significativa de HS y GAG
en el tejido cerebral y de GAG en los tejidos somaticos de los ratones con IDS KO. Ademas, el efecto se mantuvo 28
dias después de la inyeccién ICV, especialmente con la dosis de 30 pg. Ademas, la concentracién de HS en el CSF
podria ser un biomarcador Util para representar la patologia cerebral, porque la concentracién de HS en el LCR se
correlacionaba positivamente con el HS y los GAG del tejido cerebral.

1-5: Lista de secuencias
SEQ ID NO: 1
Longitud: 525
Tipo: PRT

SETQANSTTD ALNVLLIVD DLRPSLGCYG DKLVRSPNID QLASHSLLFQ
NAFAQQAVCA

PSRVSFLTGR RPDTTRLYDF NSYWRVHAGN FSTIPQYFKE NGYVTMSVGK
VEFHPGISSNH

TODSPYSWSF PPYHPSSERY ENTKTCRGPD GELHANLLCP VDVLDVPEGT
LPDKQSTEQA

IQLLEKMKTS ASPFFLAVGY HKPHIPFRYP KEFQKLYPLE NITLAPDPEV
PDGLPPVAYN

PWMDIRQRED VQALNISVPY GPIPVDFQRK IRQSYFASVS YLDTQVGRIL
SALDDLQLAN

STHAFTSDH GWALGEHGEW AKYSNEDVAT HVPLIFYVPG RTASLPEAGE
KLFPYLDPFD

SASQLMEPGR QSMDLVELVS LFPTLAGLAG LQVPPRCPVP SFHVELCREG
KNLLEHFRFR

DLEEDRDPYLPG NPRELIAYSQ YPRPSDIPQW NSDKPSLKDI KIMGYSIRTI
DYRYTVWVGF

NPDEFLANFS DIHAGELYFY DSDPLQDHNM YNDSQGGDUE QLLMP
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SEQ ID NO: 2
Longitud: 525
Tipo: PRT

SETQANSTTD ALNVLLIIVD DLRPSLGCY G DKLVRSPNID QLASHSLLEQ
NAFAQQAVGH/

PSRYSFLTGR RPDTTRLYDF NSYWRVHAGN FSTIPQYFKE NGYVTMSVGK
VFHPGISSNH

TDDSPYSWSE PPYHPSSEKY ENTKTCRGPD GELHANLLCP VDVLDVPEGT
LPDKQSTEQA

IQLLEKMKTS ASPFFLAVGY HKPHIPFRYP KEFQKLYPLE NITLAPDPEY
PDGLPPVAYN

PWMDIRQRED VQALNISVPY GPIPVDFQRK IRGSYFASVYS YLDTQVGRLL

SALDDLOLAN

STHAFTSDH GWALGEHGEW AKYSNFDVAT HVPLIFYVPG RTASLPEAGE
KLFPYLDPFD

SASQLMEPGR QSMDLVELVS LFPTLAGLAG LQVPPRCPVP SFHVELCREG
KNLLKHERFR

DLEEDPYLPG NPRELIAYSQ YPRPSDIPOW NSDKPSLKDI KIMGYSIRTI
DYRYTVWVGF

NPDEFLANFS DIHAGELYFV DSDPLQDHNM YNDSQGGDLF QLLMP

(El aminoacido 59 "G*" de la SEQ ID NO: 2 significa una formil-glicina).
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién ICV para usar en el tratamiento del sindrome de Hunter, que comprende la proteina idursulfasa-
beta (IDS-B) en una concentracién de 15 mg/ml, cloruro de sodio en una concentraciéon de 150 mM, polisorbato 20 en
una concentraciéon de 0,05 mg/ml, fosfato en una concentracién no superior a 5 mM y un pH de 6, en donde dicha
formulacién se administra por via intracerebroventricular (administracién ICV) a un sujeto que necesita tratamiento en
una dosis terapéuticamente eficaz, en donde dicha administracién ICV es a través de un sistema de catéter
intraventricular que comprende un deposito y un catéter conectado a dicho depésito.

2. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacion 1, en donde dicha dosis terapéuticamente eficaz varia de 1
mg a 30 mg, preferiblemente en donde dicha dosis terapéuticamente eficaz es de 10 mg.

3. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacion 1, en donde dicha administracién ICV se realiza una vez
cada tres semanas o una vez al mes.

4. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacion 1, que comprende ademas las etapas de

implantar quirirgicamente dicho sistema de catéter intraventricular, en donde dicho depésito se coloca entre el
cuero cabelludo y el cerebro del sujeto que necesita tratamiento y el extremo de dicho catéter se coloca dentro del
ventriculo de dicho sujeto de tal manera que el espacio interior de dicho depdsito esta conectado con el espacio
interior de dicho ventriculo a través del espacio interior de dicho catéter de modo que el liquido cefalorraquideo
fluye desde dicho ventriculo a dicho depésito para llenar dicho depésito;

extraer 0,1-5 ml de liquido cefalorraquideo de dicho deposito con un caudal de 0,1-60 ml/minuto;
inyectar 0,1-5 ml de dicha formulacién ICV en dicho dep6sito con un caudal de 0,1-60 ml/minuto; y
permitir que dicha formulacién ICV fluya desde dicho deposito a través de dicho catéter hacia dicho ventriculo.

5. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacién 1, en donde dicha administracion ICV se realiza en
combinacion con al menos una forma adicional de tratamiento de terapia de reemplazo enzimatico para el sindrome
de Hunter.

6. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacion 5, en donde dicha forma adicional de tratamiento de terapia
de reemplazo enzimatico para el sindrome de Hunter se selecciona de un grupo que consiste en administracion
intravenosa y administracion subcutanea.

7. Una formulaciéon ICF para usar segun la reivindicacion 6, en donde dicha administracién ICV se realiza una vez al
mes y dicha administracion intravenosa se realiza una vez a la semana, o en donde dicha administracion ICV se realiza
una vez cada tres semanas y dicha administracién intravenosa se realiza una vez a la semana, o en donde dicha
administracién ICV se realiza una vez al mes y dicha administracién subcutanea se realiza una vez a la semana.

8. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacién 6, en donde dicha administracién ICV se realiza una vez
cada tres semanas y dicha administracion subcutanea se realiza una vez a la semana.

9. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacién 6, en donde dicha administracion ICV se realiza una vez al
mes y dicha administracion subcuténea se realiza dos veces por semana.

10. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicaciéon 6, en donde dicha administracién ICV se realiza una vez
cada tres semanas y dicha administracion subcuténea se realiza dos veces por semana.

11. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicacion 6, en donde dicha administracion ICV se realiza una vez al
mes y dicha administracion intravenosa y dicha administracion subcutanea se realizan alternativamente en un intervalo
de una semana.

12. Una formulacién ICV para usar segun la reivindicaciéon 6, en donde dicha administracién ICV se realiza una vez
cada tres semanas y dicha administracién intravenosa y dicha administracién subcutanea se realizan alternativamente
en un intervalo de una semana.
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