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DESCRIPCION

Derivados de 1-desoxi-galactonojirimicina y su uso en el tratamiento de enfermedades relacionadas con el alma-
cenamiento lisosomal potenciando la a-galactosidasa a lisosomal.

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para potenciar la actividad de a-galactosidasa A lisosomal (a-
Gal A) en células de mamifero y para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el almacenamiento de glucoes-
fingolipidos, en particular la enfermedad de Fabry, por administracién de 1-desoxi-galactonojirimicina y compuestos
relacionados.

2. Informacion sobre antecedentes

La enfermedad de Fabry (1) es una enfermedad relacionada con el almacenamiento de glucoesfingolipidos liso-
somales provocada por una deficiencia heredada relacionada con el cromosoma X de a@-galactosidasa lisosomal A
(a-Gal A), una enzima responsable de la hidrdlisis de un resto a-galactosilo terminal de los glucoesfingolipidos.
Una deficiencia en la actividad enzimdtica da como resultado una deposicioén progresiva de los glucoesfingolipidos
neutros, predominantemente globotriaosilceramida (ceramida trihexdsido, CTH), en células endoteliales vasculares
provocando insuficiencia renal junto con infarto de miocardio prematuro y apoplejias en pacientes con esta afeccién
(2). Este trastorno se clasifica segiin las manifestaciones clinicas en dos grupos: una forma clasica con vasculopa-
tfa generalizada y una forma variante atipica, con manifestaciones clinicas limitadas al corazén. Recientemente, la
variante atipica de la enfermedad se ha encontrado en un 10% de los pacientes masculinos adultos con hipertrofia
ventricular izquierda sin explicacion, aumentando la estimacion de la frecuencia para el trastorno (3). Como otra en-
fermedad relacionada con el almacenamiento de glucoesfingolipidos lisosomales, la terapia de sustitucién de enzimas,
terapia génica, transplante de médula désea, y privacion de sustrato se sugieren como estrategias potenciales para el
tratamiento de esta enfermedad (4). Sin embargo, por el momento el Unico tratamiento para este trastorno es el tra-
tamiento sintomdtico. Por lo tanto, el desarrollo de una nueva estrategia terapéutica para esta enfermedad se necesita
urgentemente.

Los estudios (5) sobre la actividad de @-Gal A residual de enzimas mutantes pusieron de manifiesto que algunas
de las enzimas mutantes tenfan propiedades cinéticas similares respecto a @-Gal A normal pero con una inestabilidad
significativa. Se considera que este es el caso para la mayoria de pacientes con variante atipica que generalmente mos-
traban mayor actividad de a-Gal A residual que los pacientes de Fabry clésicos. Por ejemplo (6), una a-Gal A mutante
purificada con un genotipo de Q279E, encontrada en un paciente con variante atipica de la enfermedad de Fabry, tenia
los mismos Km y Vmax que la enzima normal, pero perdi6 la mayor parte de la actividad enzimatica cuando se incubd
la enzima a un pH de 7,0 a 37°C durante 30 min mientras que la enzima normal era estable en estas mismas condi-
ciones. Tanto las enzimas mutantes como las normales eran estables a pH 5,0 a 37°C. Adicionalmente, la mayor parte
de la proteina enzimdtica mutante en las células formadas se agregd en el reticulo endopldsmico (RE) y se degradé
rapidamente (7), lo que sugeria que la deficiencia de la actividad enzimdtica en este mutante puede estar provocada
principalmente por la salida infructuosa del RE que conduce a una degradacion excesiva de la proteina enzimdtica. La
presente invencion se centra en contribuir al escape suave de la enzima del RE para evitar la degradacién de la enzima
mutante. Platt F. M. et al. 1997 (Science 276, pag. 428-431) describe N-butil-desoxinojirimicina (NB-DNJ) que tiene
un grupo alquilo de mayor nimero de carbonos, 4 en lugar de 2 como méx., y que inhibe la enzima glucosiltrans-
ferasa requerida para la sintesis de glucoesfingolipidos basados en GlcCer (GLS), mientras que los compuestos alli
reivindicados inhibian las enzimas hidroliticas que degradan los GLS en el lisosoma.

Sumario de la invencion

La estrategia de la invencién se basa en el siguiente modelo. La proteina enzimatica mutante tiende a plegarse en
una conformacion incorrecta en el RE cuando el pH es de aproximadamente 7. Como resultado de esto, la enzima se
retrasa respecto a la ruta de transporte normal desde el RE a través del aparato de Golgi y del endosoma al lisosoma,
y en lugar de ello se somete a degradacién. Por otro lado, la proteina enzimdtica con una conformacién apropiada
se transporta al lisosoma suavemente y permanece en una forma activa porque la enzima es mdas estable a un pH de
menos de 5. Por lo tanto, un compuesto que es capaz de inducir una conformacién apropiada en una enzima mutante
puede servir como potenciador para la enzima. Los presentes inventores han encontrado inesperadamente que los
inhibidores competitivos fuertes para a-Gal A a bajas concentraciones potencian la actividad enzimatica mutante en
células, incluyendo células COS-1 transfectadas con el gen de @-Gal A mutante, fibroblastos de un ratén transgénico
que sobreexpresa @-Gal A mutante, y linfoblastos de pacientes de Fabry.

Se observa que aunque lo anterior se cree que es el mecanismo de operacién de la presente invencion, el éxito de
la invencidn no depende de que este sea el mecanismo correcto.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para evitar la degradacion
de @-Gal A mutante en células de mamifero, particularmente en células humanas.
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Otro objeto de la invencién es proporcionar un procedimiento para potenciar la actividad de @-Gal A en células de
mamifero, particularmente en células humanas. Los procedimientos de la presente invencion potencian la actividad de
a-Gal A tanto normal como mutante, particularmente de a-Gal A mutante que estd presente en ciertas formas de la
enfermedad de Fabry.

Ademais, se espera también que los procedimientos de la invencidn sean ttiles en células que no son de mamifero,
tales como, por ejemplo, células de insecto cultivadas y células CHO que se usan para la produccién de a-Gal A para
terapia de sustitucién de enzimas.

Los compuestos que se espera que sean eficaces en los procedimientos de la invencién son derivados de galactosa
y glucosa que tienen un nitrégeno que sustituye al oxigeno del anillo, preferiblemente los derivados de galactosa tales
como 1-desoxigalactonojirimicina y 3,4-diepi-a-homonojirimicina. Con derivado de galactosa quiere decirse que el
grupo hidroxilo en la posicién C-3 es ecuatorial y el grupo hidroxilo en la posicién C-4 es axial, como se representa,
por ejemplo, mediante las siguientes estructuras:

6
CH20H,R1
HO L —N
OH ! o
4
2 .
3 Ry
R,

en las que R, representa H, metilo o etilo; R, y R; representan independientemente H, OH, un azicar sencillo (por
ejemplo, -O-galactosa), un grupo alquilo de 1-3 carbonos, alcoxi o hidroxialquilo (por ejemplo, CH,OH).

Otros inhibidores competitivos especificos para a-galactosidasa, tales como por ejemplo, calistegina A;, B, y B,
y derivados de N-metilo de estos compuestos también podrian ser titiles en los procedimientos de la invencién. Los
compuestos de calistegina pueden representarse mediante la formula

en la que para calistegina A;: R, = H, R, = OH, R; = H, R, = H; para calistegina B,: R, = H, R, = OH, R; =H, R,
= OH; para calistegina B;: R; = H, R, = H, R; = OH, R, = OH; para N-metil-calistegina A;: R, = CH;, R, = OH, R;
= H, R, = H; para N-metil-calistegina B,: R; = CH;, R, = OH, R; = H, R, = OH; y para N-metil-calistegina B;:R; =
CH}, Rz = H, R3 = OH, R4 = OH.

Otro objeto mds de la invencién es proporcionar un procedimiento de tratamiento para pacientes con la enfermedad
de Fabry. La administracién de una cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto de férmula

en la que
R, representa H, CH; o CH;CH,;

R, y R; representan independientemente H, OH, un grupo alquilo de 1-6 carbonos, hidroxialquilo o alcoxi (prefe-
riblemente 1-3), o un azicar sencillo;
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R, y R;s representan independientemente H o OH; o un compuesto seleccionado entre el grupo constituido por a-
homonojirimicina, 3,4-diepi-a-homonojirimicina, 5-O-a-D-galactopiranosil-a-homonojirimicina, 1-desoxigalactono-
jirmicina, 4-epi-fagomina, y 1-desoxi-nojirimicina y sus derivados de N-alquilo, aliviardn los sintomas de la enferme-
dad de Fabry aumentando la actividad de @-Gal A mutante en pacientes que padecen la enfermedad de Fabry. Otros
inhibidores competitivos de @-Gal A, tales como los compuestos de calistegina y derivados de los mismos podrian ser
utiles para tratar la enfermedad de Fabry.

Las personas especialistas en la técnica entenderdn que una cantidad eficaz de los compuestos usados en los pro-
cedimientos de la invencion puede determinarse por experimentacion rutinaria, aunque se espera que sea una cantidad
resultante en los niveles en suero entre 0,01 y 100 uM, preferiblemente entre 0,01 y 10 uM, mas preferiblemente entre
0,05 y 1 uM. Se espera que la dosis eficaz de los compuestos sea entre 0,5 y 1000 mg/kg de peso corporal por dia,
preferiblemente entre 0,5 y 100, mas preferiblemente entre 1 y 50 mg/kg de peso corporal por dia. Los compuestos
pueden administrarse en solitario u opcionalmente junto con vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables,
en dosificaciones pre-formuladas. La administracién de una cantidad eficaz del compuesto dard como resultado un
aumento en la actividad de a-Gal A de las células de un paciente suficiente para mejorar los sintomas del paciente. Se
espera que un nivel de actividad enzimatica del 30% de lo normal podria mejorar significativamente los sintomas en
pacientes de Fabry, porque el bajo intervalo de actividad enzimdtica encontrado en personas aparentemente normales
es de aproximadamente el 30% del valor medio (2).

Los compuestos descritos en este documento y otros inhibidores competitivos para @-Gal A que conocerdn los
especialistas en la técnica serdn ttiles de acuerdo con la invencién en procedimientos para potenciar la actividad
intracelular de @-Gal A y tratar la enfermedad de Fabry.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A-1C. Inhibicién in vitro (1A) y potenciacion intracelular (1B y 1C) de a-Gal A mediante compuestos
alcaloides. Los compuestos alcaloides usados fueron: (2) @-Homonojirimicina, (3) 3,4-Diepi-a-homonojirimicina, (4)
5-0-a-D-Galactopiranosil-a-homonojirimicina, (5) 1-desoxigalactonojirimicina, (6) 4-epi-Fagomina, (7) 1-Desoxi-
nojirimicina, (Gal) Galactosa. La actividad intracelular de a-Gal A en células COS-1 transfectadas por ADNc de una
a-Gal A mutante (R301Q) se ensay6 como se describe en los “Procedimientos”. (A) El ensayo de inhibicion se realizé
de acuerdo con dichos Procedimientos. Las Cls, de los compuestos fueron de 1,3 mM (1), 2,6 mM (2), 2,9 uM (3),
0,62 mM (4), 4,7 nM (5), 0,25 mM (6), 0,8 mM (7), y 24 mM (Gal, galactosa), respectivamente.

Figuras 2A-2B. Potenciacién de a-Gal A por DGJ en fibroblastos procedentes de ratones Tg (2A) y linfoblastos
procedentes de pacientes de Fabry (2B).

Figura 3. Transcursos de tiempo de la potenciacion de @-Gal A por DGJ en fibroblastos TgM (A) y linfoblastos
(B). Los cultivos celulares se realizaron segtin la seccién de Procedimientos. La concentracion de DGJ afiadido era de
20 uM. EI genotipo de los linfoblastos humanos era R301Q. e, célula mutante cultivada sin DGJ; o, célula mutante
cultivada con DGIJ; A, linfoblasto normal cultivado sin DGJ; A, linfoblasto normal cultivado con DGJ.

Figura 4. Dependencia de la concentracién de DGJ de la potenciacién de a-Gal A en células COS-1 transfectadas
(A), fibroblastos TgM (B) y linfoblastos con un genotipo de R301Q (C). Las células se cultivaron a 37°C en medio F-
10 de Ham (células COS-1, fibroblastos TgM) o medio RPMI-1640 complementado con FCS al 10% (linfoblastos)
que contenfa DGJ a una concentracion variable durante 4 dfas. E1 ADNc transfectado en las células COS-1 codificé
una a@-Gal A mutante (R301Q).

Figura 5. Dependencia de la concentraciéon de DE-HNIJ de la potenciacién de a-Gal A en células COS-1 transfec-
tadas.

Figura 6. Estabilizacién de a-Gal A potenciado con DGJ en linfoblastos. A, linfoblastos R301Q cultivado sin DGIJ;
A, linfoblastos R301Q cultivados con DGJ.

Figura 7. Analisis por TLC del metabolismo de ['“C]-CTH en fibroblastos TgN cultivados con DGJ. Los fibroblas-
tos TgN se cultivaron a 37°C en medio F-10 de Ham-FCS al 10% que contenia DGJ a O (carril 1), 2 (carril 2) y 20
UM (carril 3) durante 4 dias. Después de lavar con el medio sin DGJ, se afiadi6 ['*C]-CTH (200.000 cpm) en 2,5 ml
de medio Opti-MEM (Gibco, Gaithersburg, MD EE.UU.) a las células, y se incubd durante 5 h. Las células se lavaron
con 2 ml de BSA al 1% y 2 ml de PBS tres veces cada uno. Los glucolipidos neutros se extrajeron con CHCI;:MeOH
(2:1), y se purificaron por tratamiento alcalino moderado, extraccién con MeOH:n-hexano (1:1) y extraccién de Folch
(19).

Figura 8A. Determinacién del ARNm de @-Gal A en linfoblastos mutantes (R301Q) cultivados con DGJ. Los
linfoblastos mutantes humanos (R301Q) se cultivaron con o sin DGJ 50 uM durante 4 dias. Los ARNm de a-Gal A se
determinaron mediante un procedimiento de RT-PCR competitivo (15).

Figura 8B. Transferencia de Western de @-Gal A mutante (R301Q) expresado en fibroblastos TgM. El sobrenadante
del homogenado celular que contenia 10 ug de proteina se aplicé a SDS-PAGE, y se realiz6 la transferencia de Western
con un anticuerpo anti-a-Gal A expresado en conejo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 333 561 T3

Figura 9. Centrifugacién con gradiente de densidad en Percoll con fibroblastos TgM (A), fibroblastos TgM culti-
vados con DGJ 20 uM (B), y fibroblastos TgN (C). La centrifugacién con gradiente de densidad en Percoll se realizé
con marcadores de densidad (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.) como se ha descrito previamente por
Oshima et al. (8). p-Hexosaminidasa, una enzima marcadora lisosomal, se ensay6 con 4-metilumbeliferil-p-N-actil-D-
glucosamina como sustrato. Linea continua, actividad de @-Gal A; linea discontinua, actividad de 8-hexosaminidasa.

Figura 10. Potenciacién de @-Gal A en células COS-1 transfectadas con DGJ. Los ADNc transfectados a células
COS-1 eran a-Gal A con las mutaciones en L166V, A156V, G373S y M2961. La concentraciéon de DGJ afiadida era
de 20 uM.

Figura 11. Potenciacién de la actividad de a-Gal A por administracién de DGJ a ratones TgM. Se pusieron solucio-
nes de DGJ (0,05 mM o 0,5 mM) como fuentes de bebida para ratones TgM (cuatro ratones por grupo). Después de 1
semana de administracidn, los 6rganos se homogeneizaron para la determinacidn de la actividad enzimadtica. Los datos
eran la resta de la actividad endégena de a-Gal A del ratén obtenidos a partir de ratones no-Tg alimentados con DGJ
de la actividad de ratones TgM. Las actividades enzimdticas presentadas eran los valores medios y las desviaciones
tipicas eran menores del 10%.

Descripcion detallada de la invencion
Abreviaturas

Las abreviaturas usadas en este documento se indican a continuacién por comodidad: a-Gal A, a-galactosidasa
lisosomal A humana; ratén TgN, un ratén transgénico que sobreexpresa a-galactosidasa lisosomal A humana normal;
ratén TgM, un ratén transgénico que sobreexpresa una a-galactosidasa lisosomal A humana mutante con la sustitucién
de un solo aminoacido de Arg en la posicién 301 por Gin (R301Q); fibroblasto TgN, fibroblasto generado a partir de
un ratén TgN; fibroblasto TgM, fibroblasto generado a partir de un ratén TgM; DGIJ, 1-desoxi-galactonojirimicina;
DE-HNJ, 3,4-di-epi-a-homonojirimicina; pNP-a-Gal, p-nitrofenil-a-D-galactésido; 4-mU-a@-Gal, 4-metilumbeliferil-
a-D-galactésido; FCS, suero de ternera fetal; PBS, solucién salina tamponada con fosfato; BSA, albimina de suero
bovina; TLC, cromatografia en capa fina; CTH, globotriaosilceramida o ceramida trihexésido; CDH, ceramida dihe-
x6sido; CMH, ceramida monohexdsido; RE, reticulo endopldsmico.

Materiales y Procedimientos
Materiales

Los compuestos alcaloides se purificaron a partir de plantas o derivados parcialmente modificados quimicamente
de los productos vegetales (9). Los ratones TgN y TgM se generaron como se ha informado previamente (10, 11).
Los fibroblastos TgN o TgM se estabilizaron en ratén TgN o TgM de forma rutinaria. Los linfoblastos humanos
eran lineas de linfoblasto transformadas por el virus Epstein-Barr a partir de un adulto normal o pacientes con la
enfermedad de Fabry (6). Los ADNc de a-Gal A normal y mutante para la expresion transitoria en células COS-1 se
clonaron como se informa en (12). @-Gal A para el estudio de inhibicién in vitro de alcaloides se expresd y se purificd
del medio de cultivo de células Sf-9 infectadas por un baculovirus recombinante que codificaba un gen de @-Gal A
normal (13). ["*C]-CTH se prepar6é mediante una combinacién de reacciones quimicas y de N-desacilasa de ceramida
de esfingolipido (14).

Procedimientos

Cultivo celular. Las células COS-1, fibroblastos TgN y TgM se cultivaron en medio F-10 de Ham complemen-
tado con FCS al 10% y antibidticos. Los linfoblastos se cultivaron en RPMI-1640 con FCS al 10% y antibidticos.
Todos los cultivos celulares se realizaron a 37°C en una atmésfera de CO, al 5%. Como un modelo para fibro-
blastos y linfoblastos, las células (3 x 10° para fibroblastos y 5 x 10° para linfoblastos) se cultivaron en 10 ml del
medio preferido con o sin DGJ a 20 uM durante 4 dias antes de llevarlas al ensayo para la actividad intracelular
enzimatica.

Expresion transitoria de a-Gal A en células COS-1. Las células COS-1 (5 x 10°) se transfectaron con 1 ug de
plasmido de AND y 8 ul de Lipofectamina (Gibco, Gaithersburg, MD EE.UU.) en 1,2 ml de medio Opti-MEM
(Gibco) por platillo de 60 mm. Después de incubar a 37°C durante 6 h, se afiadieron 1,2 ml del mismo medio que
contenia FCS al 20% y el cultivo se incub6 durante una noche. Después de sustituir el medio por 2,4 ml de medio F-
10 de Ham completo, se afiadi6 un alcaloide a una concentracién apropiada, y se incub6 adicionalmente durante 1 dia,
antes de realizar el ensayo para la actividad intracelular enzimatica.

Ensayo enzimdtico intracelular para a-Gal A. Después de lavar con solucion salina tamponada con fosfato dos
veces, las células se homogeneizaron en 200 pl de H,O, y 10 ul del sobrenadante obtenido por centrifugacién a
10.000 x g se incubaron a 37°C con 50 ul de la solucién de sustrato compuesta por 4-mU-a-Gal 6 mM y N-
acetilgalactosamina 90 mM en tampén citrato 0,1 M (pH 4,5) para el ensayo enzimdtico. Todos los datos son las
medias de mediciones por triplicado con una desviacion tipica menor del 10%. Una unidad de actividad enzimatica se
definié como un nmol de 4-metilumbeliferona liberada por hora a 37°C.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 333 561 T3

Ensayo de inhibicion in vitro de a-GalA. La actividad enzimadtica se ensayé con pNP-a-Gal como sustrato. Una
reaccion de inhibicién tipica se realiz6 en una mezcla de 200 nmol de pNP-a-Gal, la enzima y el inhibidor apropiados
en un volumen total de 120 y1 con tampén citrato 0,05 M (pH 4,5). Después de la incubacién a 37°C durante 15 min,
la reaccién se terminé mediante la adicién de 1 ml de tampén borato 0,2 M (pH 9,8), y la cantidad de pNP liberado se
midi6é como la absorbancia a 490 nm.

Ejemplo 1

Se us6 una serie de plantas alcaloides (Esquema 1, ref. 9) para estudios in vitro tanto de inhibicién como de
potenciacién de la actividad de @-Gal A. Los resultados de los experimentos de inhibicién se muestran en la Figura
1A.

Esquema 1

HOH H

N H
H H
OH OH
H H
{(2) a-Homonojirimicina (3) 3,4-Diepi-a-
homonojirimicina
HOH H
H H
HOH
-a-Qal (6) 4-epi-fagomina
(4) 5-O-a-D- (5) 1-Desoxi-
Galactopiranosil-a- Galactongjirimicina
homonoiirimicina
H
H
HO
H
(7) 1-Desoxi-nojirimicina (8) a-D-Galactosa

Entre los compuestos ensayados, 1-desoxi-galactonojirimicina (DGJ, 5) conocido como un potente inhibidor com-
petitivo para @-Gal A, mostré la mayor actividad inhibidora con Cls, a 4,7 nM. a-3,4-Di-epi-homonojirimicina (3)
era un inhibidor eficaz con Cls, a 2,9 uM. Otros compuestos mostraban una actividad inhibidora moderada con Cls,
que variaba de 0,25 mM (6) a 2,6 mM (2). Sorprendentemente, estos compuestos potenciaban también eficazmente la
actividad de a-Gal A en células COS-1 transfectadas con un gen de a-Gal A mutante (R301Q), identificados de una
variante atipica de la enfermedad de Fabry con una actividad de a-Gal A residual del 4% de lo normal. Cultivando
las células COS-1 transfectadas con estos compuestos a concentraciones cat. 3-10 veces de la Cls, de los inhibidores,
la actividad de a-Gal A se potenci6 1,5-4 veces (Figura 1C). La eficacia de potenciacién intracelular fue paralela a la
actividad inhibidora in vitro cuando los compuestos se afiadieron al medio de cultivo a una concentracién de 10 uM
(Figura 1B).

Ejemplo 2
DG@J, el inhibidor més fuerte in vitro y el potenciador intracelular mds eficaz, se eligieron para una caracterizacién

mas detallada. Se afladié DGJ a los fibroblastos TgM o TgN (Figura 2A) y los linfoblastos procedentes de pacientes de
Fabry con genotipos de mutaciones R301Q o Q279E (Figura 2B). La actividad enzimdtica encontrada en fibroblastos
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TgM aument6 6 veces por cada co-cultivo con DGJ 20 uM y alcanzé un 52% de lo normal. El DGJ mostré también
un efecto similar sobre los linfoblastos en los que la actividad enzimaética residual se potencié 8 y 7 veces en R301Q
y Q279E, es decir, un 48% y un 45% de lo normal. La actividad enzimatica en fibroblastos Tg normales (TgN) y
linfoblastos normales mostré también un aumento por cultivo con DGJ.

Ejemplo 3

Los fibroblastos TgM y linfoblastos humanos de pacientes normales y con una mutacién en R301Q se cultivaron
en presencia de DGJ a 20 uM. En los cultivos sin DGJ, la actividad de @-Gal A en fibroblastos TgM o linfoblastos
mutantes no cambi6 (Figura 3). Sin embargo, al incluir DGJ, la actividad enzimatica mostré un aumento significativo
en estos cultivos celulares. La actividad enzimadtica en linfoblastos mutantes alcanzé el 64% de aquellos encontrados
en linfoblastos normales cultivados sin DGJ en el quinto dia. La actividad enzimdtica en linfoblastos normales se
potencié también un 30% después del cultivo con DGJ.

Ejemplo 4

Se examiné la dependencia de la concentracién de DGJ de la potenciacién de @-Gal A en células COS-1 transfec-
tadas, fibroblastos TgM y linfoblastos con un fenotipo de R301Q.

Como se muestra en la Figura 4, la actividad enzimatica aumenté con el aumento en la concentracién de DGJ en el
intervalo de 0,2-20 uM en células COS-1 transfectadas (Figura 4A) y linfoblastos (Figura 4C), y entre 0,2-200 uM en
fibroblastos TgM (Figura 4B), respectivamente. Una mayor concentracién de DGJ suprimid el efecto de potenciacion.

DE-HNJ mostré el mismo efecto sobre la potenciacion de @-Gal A en células COS-1 transfectadas con un ADNc
mutante de la enzima (R301Q) a las concentraciones mads altas (1-1000 uM) comparado con DGJ (Figura 5). Queda
claro que DE-HNJ a 1 mM en medio de cultivo no inhibia la actividad intracelular enzimadtica de las células COS-1.

Ejemplo 5

La Figura 6 muestra un experimento para medir la estabilizacién de @-Gal A potenciado con DGJ en linfoblastos.
Las células se cultivaron a 37°C en 10 ml de medio RPMI-1640 complementado con FCS al 10% que contenia DGJ a
20 uM durante 4 dias, y 5 x 10° células se transfirieron a 13 ml de RPMI1640 con FCS al 10% sin DGJ. Dos ml del
medio se tomaron cada dia para el ensayo enzimadtico. El excedente inicial de la actividad total de @-Gal A entre el
pre-cultivo con y sin DGJ se mantuvo durante 5 dias después de la sustitucién del medio sin DGJ (Figura 6), lo que
sugeria que la enzima potenciada es estable en las células durante al menos 5 dias.

Ejemplo 6

Para estudiar el funcionamiento de la enzima potenciada en las células, se cargd ['*C]-CTH en el cultivo de fibro-
blastos TgN.

La determinacién de glucolipidos se realizé por cromatografia en capa fina usando CHCIL;:MeOH:H,0 (65:25:4)
como un disolvente de revelado, y se visualizé mediante un sistema de formacién de imdgenes Fuji-BAS (Figura 7).
La cantidad de ceramida di-hexdsido (CDH), un producto metabélico de CTH por @-Gal A, era comparable entre las
células cultivadas con DGJ 20 uM y sin DGJ (4,5% frente a 4,3% de los glucolipidos neutros totales), indicando que
la enzima intracelular no se inhibfa mediante DGJ a la concentracién usada.

Ejemplo 7

Para determinar si DGJ afecta o no a la biosintesis de a@-Gal A, el nivel de ARNm de a-Gal A en linfoblastos
mutantes (R301Q) cultivados con DGJ se midi6 mediante un procedimiento competitivo de reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) (15). La Figura 8A muestra claramente que el ARNm de a-Gal A no cambié con el cultivo de
linfoblastos con 50 uM de DGJ.

Por otro lado, el andlisis por transferencia de Western indic6 un aumento significativo de la proteina enzimética en
fibroblastos TgM, y el aumento correspondia a la concentracién de DGJ (Figura 8B). Una mayor cantidad de proteina
enzimdtica con menor peso molecular (aprox. 46 kD) en las células cultivadas con DGJ sugeria el nivel mds alto
de enzima madurada (16). Estos resultados indican que el efecto de DGJ sobre la potenciacién de la enzima es un
acontecimiento post-transcripcional.
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Ejemplo 8

Para confirmar que la enzima potenciada se transporta al lisosoma, se realizé un fraccionamiento sub-celular con
fibroblastos de ratones Tg (Figura 8). La actividad enzimadtica global en fibroblastos TgM era menor y se eluy6 con un
marcador de densidad de 1,042 g/ml que contenia fracciones del aparato de Golgi (20) (Figura 9A). Por cultivo con
DGIJ 20 uM, la actividad enzimética en fibroblastos TgM mostré una mayor actividad enzimdtica global y la mayor
parte de la enzima eluy6 con la misma fraccién de una enzima marcadora lisosomal, p-hexosaminidasa (Figura 9B).
El patrén de elucién de la actividad de @-Gal A en TgM cambid también respecto a los encontrados en fibroblastos
TgN (Figura 9C).

Ejemplo 9

Los genotipos de R301Q y Q279E se encontraron a partir de pacientes con la enfermedad de Fabry de tipo atipico.
La eficacia de DGJ sobre la potenciacion de la actividad de a-Gal A se examind con otros genotipos y fenotipos
de la enfermedad de Fabry. En este experimento, se usaron tres ADNc de a-Gal A mutante, L166V, A156V y G373S
encontrados en pacientes con la enfermedad de Fabry de tipo cldsico y una mutacién de M2961 encontrada en pacientes
con la forma atipica de la enfermedad. La Figura 10 muestra que la inclusién de DGJ aumentaba la actividad enzimatica
en los cuatro genotipos ensayados, especialmente para L166V (aumento de 7 veces) y A156V (aumento de 5 veces).
Los datos indicaban que este procedimiento es ttil no solo para la forma atipica, sino también para la forma cldsica de
la enfermedad.

Ejemplo 10

Se administré DGJ a ratones Tg por suministro de soluciones 0,05 o 0,5 mM de DGJ como una fuente de bebida
durante una semana correspondiente a la dosificaciéon de DGJ a aproximadamente 3 o 30 mg por kilogramo de peso
corporal por dia. La actividad enzimdtica se elevé 4,8 y 18 veces en el corazén, 2,0 y 3,4 veces en el riiién, 3,1 y 9,5
veces en el bazo y 1,7 y 2,4 veces en el higado, respectivamente (Figura 11). El aumento de la actividad enzimatica
en los 6rganos respondia al aumento de la dosificacién de DGJ. Como el gen mutante (R30 1 Q) se encontrd en
pacientes de Fabry con el tipo de la variante atipica que tenian sintomas clinicos limitados al corazén, el hecho de
que la administracion oral de DGJ potenciara especificamente la actividad de a-Gal A en el corazén de ratén TgM es
particularmente significativo.

Andlisis

Se sabe que el RE posee un sistema de control de calidad eficaz para asegurar que el transporte al complejo
de Golgi se limita a proteinas plegadas y ensambladas apropiadamente, y el procedimiento principal del control de
calidad lo ejecutan diversos chaperones (17). Una explicacién de los resultados presentados en la presente solicitud
es la siguiente: en algunos fenotipos de la enfermedad de Fabry, la mutacién provoca un plegado imperfecto, aunque
flexible, de la enzima, mientras que el centro catalitico permanece intacto. Los inhibidores normalmente tienen una
alta afinidad con el centro catalitico de la enzima, y la presencia del inhibidor fija el centro catalitico de la enzima y
reduce la flexibilidad del plegado, conduciendo quizds a la conformacién “apropiada” de la enzima. Como resultado,
la enzima podria pasar a través del “sistema de control de calidad”, y transportarse al complejo de Golgi para alcanzar
la maduracién. Una vez que la enzima se transporta al lisosoma donde el pH es dcido, la enzima tiende a ser estable
con la misma conformacién, porque la enzima es estable en condiciones 4cidas (6). En dichos casos, el inhibidor actda
como un chaperén para forzar a la enzima a asumir la conformacién apropiada. Se propone el uso de un “chaperén
quimico” como un término para dicho compuesto quimico de bajo peso molecular con dichas funciones.

Es crucial para el funcionamiento de la enzima que pueda tener lugar la disociacién suave del compuesto desde el
centro catalitico de la enzima en el lisosoma. Como los compuestos usados en este estudio son inhibidores competi-
tivos, la disociacién de los inhibidores depende de dos factores: i) la concentracion del inhibidor, y ii) el pH. Dale et
al. (18) han de mostrado que la unién de 1-desoxinojirimicina a @-glucosidasa es dependiente del pH, uniéndose el
inhibidor a la enzima 80 veces mds fuertemente a pH 6,5 comparado con un pH de 4,5, lo que sugiere que los derivados
de nojirimicina funcionan como una forma no protonada. Esto puede explicar los resultados sobre el funcionamiento
de @-Gal A en las células mostrados en la Figura 7, porque el inhibidor puede unirse a la enzima en un estado neutro,
y liberarse de la enzima en el estado 4cido en el que DGJ tiende a estar protonado.

Los resultados descritos en este documento demuestran que DGJ puede potenciar eficazmente las actividades de
a-Gal A mutante en linfoblastos de pacientes con variante atipica de la enfermedad de Fabry con genotipos de R301Q
y Q279E. La eficacia de DGJ sobre otros fenotipos de mutacién de Fabry, incluyendo las formas clésica y atipica, se
ha examinado también. DGJ potenciaba eficazmente la actividad enzimdtica en los tres genotipos de cepas celulares
obtenidos de pacientes diagnosticados con la enfermedad de Fabry atipica, y algunas de las cepas celulares con formas
clasicas de Fabry que tienen alta actividad enzimética residual. De acuerdo con la presente invencidn, una estrategia
de administracién de un inhibidor de @-Gal A deberia resultar ser un tratamiento eficaz para los pacientes de Fabry
cuya mutacién ocurre en un sitio distinto del centro catalitico, y también deberia ser ttil para otras enfermedades
relacionadas con el almacenamiento de glucoesfingolipidos.
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10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 333 561 T3

REIVINDICACIONES

1. Uso de una cantidad eficaz de un compuesto de la siguiente férmula:

en la que R, representa H, CH;, o CH,CH;,

R, y R; representan independientemente H, OH, un alquilo de 1-6 carbonos, hidroxialquilo, alcoxi, o un azicar
sencillo; y

R, y Rs representan independientemente H o OH; o

en la que para calistegina A;: Ry =H, R, =OH, R; =H, R, = H;

para calistegina B,: R, =H, R, = OH, R; =H, R, = OH;

para calistegina B;: R, =H, R, =H, R; =OH, R, =OH; y

para N-metil-calistegina: R; = CH;, R, = OH, R; = H, R, = OH;

en la fabricacién de un medicamento para tratar una enfermedad del almacenamiento de glucoesfingolipidos liso-
somales, en el que el compuesto es un inhibidor de una enzima que es deficiente en la enfermedad del almacenamiento

de glucoesfingolipidos lisosomales.

2. Un compuesto de la siguiente férmula:

HR1

en la que R, representa H, CH;, o CH,CHj3;

R, y R; representan independientemente H, OH, un alquilo de 1-6 carbonos, hidroxialquilo, alcoxi, o un azicar
sencillo; y

10
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R, y Rs representan independientemente H o OH; o

R‘\N R3
R4
HO H
5 /R';
Rs
en la que para calistegina A;: R, =H, R, =OH, R; =H, R, =H;
para calistegina B,: R, =H, R, = OH, R; =H, R, = OH;
para calistegina B;: R, =H, R, =H, R; =OH, R, =OH; y
para N-metil-calistegina: R, = CH;, R, = OH, R; = H, R, = OH;
para su uso en el tratamiento de una enfermedad del almacenamiento de glucoesfingolipidos lisosomales, en el que
el compuesto es un inhibidor de una enzima que es deficiente en la enfermedad del almacenamiento de glucoesfingo-

lipidos lisosomales.

3. El uso de la reivindicacién 1 o el compuesto de la reivindicacién 2, en el que el compuesto tiene la siguiente
férmula:

OH R,

en la que R, representa H, CH;, o CH,CH3;; y

R, y R; representan independientemente H, OH, un grupo alquilo de 1-3 carbonos, alcoxilo, O-galactosa, o hidro-
xialquilo.

4. El uso o el compuesto de las reivindicaciones 1-3, en el que la enzima deficiente es a-galactosidasa A.

5. El uso o el compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la enfermedad del almacena-
miento lisosomal es la enfermedad de Fabry.

6. El uso o el compuesto de la reivindicacién 5, en el que la enfermedad es la enfermedad de Fabry atipica.

7. El uso o el compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el compuesto se selecciona
entre el grupo constituido por 3,4-diepi-a-homonojirimicina; 5-O-a-D-galactopiranosil-a-homonojirimicina; 1-deso-
xigalactonojirimicina; y 4-epi-fagomina.

8. El uso o el compuesto de la reivindicacién 6, en el que el compuesto es 1-desoxigalactonojirimicina.

9. El uso o el compuesto de las reivindicaciones 1-3, en el que la enzima lisosomal estd mutada y se pliega en una
conformacién incorrecta en el reticulo endoplasmico.

10. El uso o el compuesto de la reivindicacion 8, en el que la enzima lisosomal es a-galactosidasa A.

11. El uso o el compuesto de la reivindicacion 9, en el que la a-galactosidasa lisosomal mutante estd seleccionada
entre el grupo constituido por R301Q, Q279E, L166V, A156V, y G373S.

12. El uso o el compuesto de las reivindicaciones 1-3, en el que la enzima lisosomal est4 estabilizada.
13. El uso o el compuesto de las reivindicaciones 1-3 en el que se evita que se degrade la enzima lisosomal.

14. El uso o el compuesto de las reivindicaciones 1-4, en el que la actividad de la enzima deficiente estd potenciada.

11
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15. El uso o el compuesto de la reivindicacion 4, en el que la enfermedad del almacenamiento de glucoesfingolipi-
dos lisosomales da como resultado la deposicion de glucoesfingolipidos neutros en las células endoteliales vasculares
de un sujeto, y en el que el medicamento evita la deposicién de dichos glucoesfingolipidos.

16. El uso o el compuesto de la reivindicacion 15 en el que el compuesto estd seleccionado entre el grupo consti-
tuido por 3,4-diepi-a-homonojirimicina; 5-O-a-D-galactopiranosil-a-homonojirimicina; 1-desoxigalactonojirimicina;
y 4-epi-fagomina.

17. El uso o el compuesto de las reivindicaciones 15 o 16, en el que el compuesto es 1-desoxigalactonojirimicina.

18. El uso o el compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 15-17 en el que el sujeto ha sido diagnosticado con
una enfermedad relacionada con glucoesfingolipidos lisosomales.

19. El uso o el compuesto de la reivindicacion 18, en el que la enfermedad del almacenamiento lisosomal es la
enfermedad de Fabry.

20. El uso o el compuesto de las reivindicaciones 15-19 en el que los glucoesfingolipidos son predominantemente
ceramida trihexdsido.

21. El uso o el compuesto de la reivindicacién 20, en el que el medicamento evita adicionalmente la insuficiencia
renal asociada con la con deposicién de glucoesfingolipidos neutros en las células endoteliales vasculares.

22. El uso o el compuesto de la reivindicacién 20, en el que el medicamento evita adicionalmente infartos de mio-
cardio prematuros y apoplejias asociados con la deposicion de glucoesfingolipidos neutros en las células endoteliales
vasculares de un sujeto.

23. Un procedimiento para potenciar la actividad de una enzima lisosomal in vitro en una celda de mamifero que
comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto de férmula:

H Ry

en la que R, representa H, CH;, o CH,CH;; y

R, y R; representan independientemente H, OH, un alquilo de 1-6 carbonos, hidroxialquilo, alcoxilo o un azdcar
sencillo; y

R, y R; representan independientemente H o OH; o

en la que para calistegina A;: R, =H, R, =OH, R; =H, R, = H;
para calistegina B,: R, = H, R, = OH, R; = H, R, = OH;
para calistegina B;: R, =H, R, =H, R; =OH, R, =OH; y

para N-metil-calistegina: R, = CH;, R, = OH, R; = H, R, = OH.

12
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24. El procedimiento de la reivindicacion 23, en el que el compuesto tiene la siguiente férmula:

en la que R, representa H, CH;, o CH,CH;; y

R, y R; representan independientemente H, OH, un grupo alquilo de 1-3 carbonos, alcoxilo, O-galactosa, o hidro-
xialquilo.

25. El procedimiento de las reivindicaciones 23 o 24, en el que la enzima lisosomal es a-galactosidasa A.
26. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 23-25, en el que el compuesto estd seleccionado entre
el grupo constituido por 3,4-diepi-a-homonojirimicina; 5-O-a-D-galactopiranosil-a-homonojirimicina; 1-desoxigalac-

tonojirimicina; y 4-epi-fagomina.

27. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 25-28, en el que el compuesto es 1-desoxigalactonoji-
rimicina.

28. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 25 o 26, en el que las células se han transfectado con
un plasmido que contiene un gen que codifica la enzima lisosomal.

13
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