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DESCRIPCION

Esfingomielinasa &cida humana recombinante para su uso en el tratamiento de afecciones 6seas anormales en
pacientes con deficiencia de esfingomielinasa acida

CAMPO DE LA INVENCION

La presente solicitud se refiere a esfingomielinasa acida humana para su uso en un método de tratamiento de
afecciones 6seas anormales en pacientes con deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD) es un trastorno de almacenamiento lisosémico raro potencialmente
mortal. Es una enfermedad genética autosémica recesiva que resulta de mutaciones en el gen SMPD1 que codifica la
enzima lisosémica esfingomielinasa acida (ASM) (Schuchman et al., Mol. Genet. Metab. 120(1-2):27-33 (2017)). Los
pacientes con ASMD son incapaces de metabolizar la esfingomielina, que como resultado se acumula en los lisosomas
de multiples 6rganos, causando enfermedades viscerales y neurodegeneracion en los casos graves. Los pacientes
con ASMD presentan un aumento del colesterol y otros lipidos en el bazo, el higado, el puimén y la médula 6sea.

La ASMD neurovisceral infantil (histéricamente conocida como enfermedad de Niemann-Pick tipo A o NPD A}, el
fenotipo mas grave de la enfermedad, se caracteriza por ser la forma neuropatica aguda y de aparicién temprana, y
provoca retraso del crecimiento, hepatoesplenomegalia y neurodegeneracion rapidamente progresiva. Los pacientes
mueren en la primera infancia (McGovern et al., Neurology 66(2):228-232 (2006)). Los pacientes con ASMD visceral
cronica (NPD B) y ASMD neurovisceral cronica (NPD A/B) tienen un inicio que varia desde la infancia hasta la edad
adulta (Wasserstein et al., Pediatrics 114(6):e672-677 (2004); Wasserstein et al., J. Pediatr. 149(4):554-559 (2006)).
Los pacientes con NPD B suelen ser diagnosticados en la infancia, normalmente después de los 2 afios de edad. La
mayoria de los pacientes con NPD B llegan a la edad adulta. Los pacientes con NPD A/B se clasifican en una forma
intermedia, con manifestacién de sintomas neurolégicos infantiles que pueden evolucionar a enfermedad
neurodegenerativa.

La morbilidad por enfermedades hepaticas, pulmonares y hematolégicas se produce en todos los pacientes con ASMD
cronica e incluye hepatoesplenomegalia, disfuncion hepatica, enfermedad pulmonar infiltrativa y trombocitopenia
(McGovern et al., Genet. Med. 15(8):618-623 (2013); McGovern et al., Orphanet J. Rare Dis. 12(1):41 (2017)). La
restriccion del crecimiento durante la infancia y los trastornos éseos, tales como la baja densidad 6sea, también son
caracteristicas comunes de la ASMD cronica (Wasserstein et al., J. Pediatr. 142(4):424-428 (2003)). Las
enfermedades pulmonares y hepaticas son las principales causas de muerte en estos pacientes (McGovern et al.,
Pediatrics 122(2):e341-349 (2008); Cassiman et al., Mol. Genet. Metab. 118(3):206-213 (2016})).

Debido a las altas tasas de morbilidad y mortalidad de ASMD, sigue habiendo una necesidad urgente de un tratamiento
eficaz de esta enfermedad genética.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un método
de tratamiento de una afeccién 6sea anormal en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD), que
comprende las etapas de administrar al paciente una pluralidad de dosis de esfingomielinasa acida humana
recombinante (rhASM), medir un indicador 6seo del paciente, y comparar el indicador 6éseo del paciente con el
indicador 6seo basal del paciente antes de la etapa de administracion, en donde el indicador 6seo del paciente mejora
0 no empeora después de |a pluralidad de dosis de rhASM. En algunas realizaciones, el indicador 6seo es la densidad
mineral 6sea (DMOQ), en donde la DMO mejora (por ejemplo, aumenta) o no empeora después de la pluralidad de
dosis de rhASM. En algunas realizaciones, el indicador éseo es la carga de médula 6sea (CMO), en donde la CMO
disminuye o no aumenta tras la pluralidad de dosis de rhASM. En algunas realizaciones, el indicador 6seo es el
desarrollo esquelético (por ejemplo, maduracion 6sea y/o crecimiento lineal), en donde el desarrollo esquelético mejora
tras la pluralidad de dosis de rhASM. En determinadas realizaciones, la afeccion 6sea anormal es osteopenia u
osteoporosis.

La presente invencién también proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un
método para disminuir la carga de médula 6sea (CMOQ) en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida que
lo necesite, que comprende las etapas de determinar la CMO del paciente, y administrar al paciente una pluralidad de
dosis de esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM), disminuyendo asi la CMO del paciente.

La presente invencién también proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un
método para mejorar la densidad mineral 6sea (DMO) en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida que
lo necesite, que comprende las etapas de determinar la DMO del paciente, y administrar al paciente una pluralidad de
dosis de esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM), mejorando asi la DMO del paciente.
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La presente invencion también proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un
método para disminuir la carga de médula 6sea (CMO) en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida que
lo necesite, que comprende las etapas de seleccionar un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida que no
esté recibiendo terapia con bifosfonatos, y administrar al paciente una pluralidad de dosis de esfingomielinasa acida
humana recombinante (rhASM), disminuyendo asi la CMO del paciente.

La presente invencién también proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un
método para mejorar (por ejemplo, aumentar) la densidad mineral ésea (DMO) en un paciente con deficiencia de
esfingomielinasa acida que lo necesite, que comprende las etapas de seleccionar un paciente con deficiencia de
esfingomielinasa acida que no esté recibiendo terapia con bifosfonatos, y administrar al paciente una pluralidad de
dosis de esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM), mejorando asi la DMO del paciente.

La presente invencién también proporciona una esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso
en un método para mejorar la maduracion 6sea en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD) que
lo necesite, que comprende las etapas de seleccionar un paciente con ASMD para la mejora del desarrollo esquelético,
y administrar al paciente una pluralidad de dosis de esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM), mejorando
asi el desarrollo esquelético del paciente.

La presente invencién también proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un
método de tratamiento de la osteopenia en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD) que lo
necesite, que comprende las etapas de seleccionar un paciente con ASMD para el tratamiento de la osteopenia, y
administrar al paciente una pluralidad de dosis de esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM).

La presente invencién también proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un
método de tratamiento de la osteoporosis en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida que lo necesite,
que comprende las etapas de seleccionar un paciente con ASMD para el tratamiento de la osteoporosis, y administrar
al paciente una pluralidad de dosis de esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM).

En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, la pluralidad de dosis puede administrarse al
paciente durante un periodo de seis a treinta meses. De este modo, el efecto citado de la pluralidad de dosis de rhASM
se obtiene en dicho periodo.

En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el paciente puede tener, por ejemplo, ASMD
visceral cronica (enfermedad de Niemann-Pick tipo B) o ASMD neurovisceral crénica (NPD A/B). El paciente puede
ser un paciente adulto o pediatrico.

En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, las dos 0 mas primeras dosis de rhASM pueden
ser dosis escalonadas y pueden administrarse en una cantidad sucesivamente creciente. En algunas realizaciones,
las dosis posteriores a las dosis escalonadas son dosis de mantenimiento (que pueden comenzar, por ejemplo, con la
dosis de mantenimiento mas alta) y pueden administrarse en la misma cantidad que o menos que la Gltima dosis
escalonada. En determinadas realizaciones, la dosis de mantenimiento mas alta es la dosis mas alta tolerada por el
paciente. La primera dosis puede ser, por ejemplo, 0,1 mg/kg, para pacientes adultos o pediatricos. La dosis de
mantenimiento mas alta puede ser, por ejemplo, de la cantidad de 0,3 mg/kg a 3 mg/kg (por ejemplo, 1 mg/kg a 3
mg/kg), tal como 1 mg/kg, 2 mg/kg o 3 mg/kg. Las dosis de mantenimiento pueden ser, por ejemplo, de la cantidad de
0,1 mg/kg a 3 mg/kg, o de 0,3 mg/kg a 3 mg/kg, como, por ejemplo, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5
mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,7 mg/kg, 0,8 mg/kg, 0,9 mg/kg, 1 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2 mg/kg, 2,5 mg/kg o 3 mg/kg. En realizaciones
particulares, las dosis escalonadas pueden administrarse en el orden de 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,6 mg/kg,
0,6 mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg y 3,0 mg/kg.

En algunas realizaciones, la pluralidad de dosis en cualquiera de los métodos de tratamiento descritos en el presente
documento se administra en un intervalo de cada 2 semanas. La administracién de la pluralidad de dosis puede ser,
por ejemplo, mediante inyeccion intravenosa.

En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, la rhASM puede ser olipudasa alfa (SEQ ID
NO:2).

La presente invencién también proporciona un ASM humano recombinante (por ejemplo, olipudasa alfa) para su uso
en cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las FIG. 1A-C son gréaficos que resumen los cambios en la actividad de ceramida (A), lisoesfingomielina (B)
y quitotriosidasa (C) durante 30 meses de tratamiento con olipudasa alfa. El intervalo normal para la ceramida
plasmatica fue 1,8-6,5 mg/l. El limite superior de normalidad para la lisoesfingomielina en manchas de sangre
seca fue < 69 ug/l, y los niveles séricos normales de quitotriosidasa fueron < 181 nmol/h/ml (nota: la actividad
no se corrigié para dos pacientes heterocigotos para una mutacion nula de quitotriosidasa).
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Las FIG. 2A y 2B son graficos que resumen el efecto de olipudasa alfa sobre el volumen del higado y el bazo
(A) y la enfermedad pulmonar (B). FIG. 2A: Los volimenes del higado y del bazo se calcularon integrando
imagenes de resonancia magnética transversales y se expresaron como miltiplos de la normalidad (MN),
donde se asumi6 que el volumen normal del bazo (L) era el 0,2 % del peso corporal, y el volumen normal del
higado (L) era el 2,5 % del peso corporal. FIG. 2B: Enfermedad pulmonar. El porcentaje de DLco predicho
por paciente, ajustado por hemoglobina (Hb), en el nivel basal y durante el tratamiento, se calculdé usando
valores observados para pacientes masculinos y femeninos (Crapo et al., Am. Rev. Respir. Dis. 123(2):185-
189 (1981); Macintyre et al., Eur. Respir. J. 26(4):720-735 (2005)). Grado de gravedad: 80 % = limite inferior
de la normalidad; >60 %-79 % = disminucién leve; 40 %-60 % = disminucién moderada; <40 % = disminucién
grave. La evaluacién por HRCT de la enfermedad pulmonar infiltrativa en el nivel basal y durante el
tratamiento con olipudasa alfa incluy6 el aspecto de vidrio deslustrado (GGA), la enfermedad pulmonar
intersticial (ILD) y la densidad reticulonodular (RD) puntuada en un sistema de 4 puntos donde 0 = Sin
enfermedad pulmonar intersticial; 1 = Leve (que afecta al 1-25 % del volumen pulmonar); 2 = Moderada (que
afecta al 26-50 % del volumen pulmonar); 3 = Grave (que afecta al 51-100 % del volumen pulmonar).

Las FIG. 3A y 3B son fotografias que representan el efecto de olipudasa alfa sobre la carga de médula 6sea.
FIG. 3A (fémur): Cambios en la carga de médula ésea en el fémur coronal del Paciente 2, (mujer, 32 afios en
el nivel basal). La hipointensidad de la médula ésea de la epifisis proximal en el cribado en las imagenes
ponderadas en T1 (A} y T2 (B) se compara con la cantidad reducida y la médula 6sea diafisaria ligeramente
hipointensa tras 30 meses de tratamiento (ponderadas en T1, C y T2, D). Barra de escala vertical completa,
20 cm. FIG. 3B (columna vertebral): Carga de médula ésea en la columna lumbar sagital del Paciente 2. En
la seleccién, se observa una infiliracion difusa de la médula ésea con isointensidad ponderada en T1 de los
discos intervertebrales no enfermos (A) e intensidad de sefial hiperintensa ponderada en T2 de la grasa
presacra (B). Tras 30 meses de tratamiento, la infiltracién de la médula 6sea permanece inalterada
(ponderacion T1, C), mientras que la grasa presacra mejora hasta hacerse ligeramente hiperintensa
(ponderacion T2, D). Barra de escala vertical completa, 20 cm.

Las FIG. 4A-D son graficos que muestran los parametros de lipidos en ayunas en el nivel basal y durante el
tratamiento (30 meses) con olipudasa alfa. Se muestran los niveles medios (DE) en ayunas antes de la
infusién de colesterol total (A), triglicéridos (B), colesterol HDL (C) y colesterol LDL (D). Intervalo de la
normalidad de colesterol total: US <5,18 mmol/l; UK 0-3,9 mmol/l. Intervalo normal de HDL-C: US hombre
>0,777; US mujer >0,9065 mmol/l; UK >1,2 mmol/I. Intervalo de la normalidad de LDL-C: US <3,3411 mmol/l;
UK 0-2 mmol/l. Intervalo de la normalidad de triglicéridos: <1,7 mmol/l.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la terapia de reemplazo enzimatico (TRE) de ASM alivia
las afecciones 6seas anormales en pacientes con ASMD, incluyendo el aumento de su densidad ésea y la disminucién
de su carga de médula 6sea. Esta mejora puede observarse en tan solo 6-30 meses de terapia. Este descubrimiento
fue inesperado porque no estaba claro si una TRE de ASM revertiria todos los sintomas de la ASMD, incluida la baja
densidad 6sea, y en caso afirmativo, cuanto tiempo tardaria la terapia en lograr la reversién de los sintomas. En otros
trastornos por almacenamiento de lipidos, la TRE por si sola es muy lenta en mejorar la densidad mineral ésea. Por
ejemplo, en la enfermedad de Gaucher, otro trastorno genético por almacenamiento de lipidos, la respuesta de los
pacientes al tratamiento con TRE es mas lenta para la densidad mineral 6sea (DMO) que para los aspectos
hematolégicos y viscerales de la EG. Los estudios han mostrado que fueron necesarios ocho afios de TRE
(imiglucerasa) para restablecer la DMO de los pacientes a niveles normales (Wenstrup et al., J Bone Miner Res.
22(1):119-26 (2007)). El presente descubrimiento también es significativo porque los pacientes con ASMD no pueden
tomar bifosfonatos, los medicamentos habituales para la baja DMO, mientras estan en TRE de ASM, porque los
bifosfonatos interfieren con la actividad de ASM.

En consecuencia, la presente invencién proporciona esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su
uso en métodos de tratamiento de una afeccién 6sea anormal en un paciente con ASMD mediante el uso de TRE de
ASM. La ASMD provoca la acumulacion de esfingomielina en las células de la médula 6sea, especialmente en las
células precursoras del linaje mononuclear-macréfago. Estas células se enquistan y quedan atrapadas en la médula
Osea, lo que provoca infiltracién de la médula 6sea y una elevada carga de médula 6sea (CMO). Los pacientes con
ASMD también suelen presentar inflamacién crénica, incluso en los huesos. La enfermedad 6sea en la ASMD afecta
negativamente al metabolismo y la estructura de los huesos. Los pacientes sufren una serie de sintomas, que incluyen
retrasos en el crecimiento, retraso del crecimiento, retrasos en la maduracién, dolor 6seo y fracturas. De hecho, se ha
mostrado que la ASMD esté inversamente correlacionada con la puntuacion Z de la densidad mineral 0sea (DMO) de
la columna lumbar (Wasserstein et al. J. Inherit. Metab. Dis. 36(1):123-7 (2013)) y que afecta al sistema esquelético.
Como se usa en el presente documento, una afeccion 6sea anormal o una enfermedad 6sea se refiere a cualquier
problema 6seo asociado con la ASMD y las manifestaciones resultantes, tal como una alta carga de médula ésea,
baja densidad mineral 6sea, osteopenia, osteoporosis, retraso en el desarrollo del esqueleto (por ejemplo, retraso en
la edad 6sea (maduracion) y retraso en el crecimiento lineal), aumento de la discapacidad, dolor 6seo, disminucion de
la movilidad, osteonecrosis y aumento del riesgo de fracturas.
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En algunas realizaciones, la afeccién 6sea anormal tratada en el paciente con ASMD mediante los métodos de la
invencién es osteopenia u osteoporosis. En algunas realizaciones, los pacientes son adultos (por ejemplo, pacientes
de 18 afios 0 mas, incluidos pacientes geriatricos de 65 afios o mas). En otras realizaciones, los pacientes son
pacientes pediatricos (pacientes son mas jovenes de 18 afios, por ejemplo, pacientes que son recién nacidos a 6 afios,
0 que tienen de 6 a 12 afios 0 que tienen 12 a 18 afios). En algunas realizaciones, el paciente puede padecer la
enfermedad de Niemann-Pick tipo A, la enfermedad de Niemann-Pick tipo B o la enfermedad de Niemann-Pick tipo
A/B. En realizaciones particulares, los métodos descritos en el presente documento se usan para tratar a pacientes
adultos con ASMD visceral crénica (NPD B). En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente
documento se usan para tratar a pacientes pediatricos con ASMD visceral cronica (NPD B). En otras realizaciones,
los métodos descritos en el presente documento se usan para tratar a pacientes adultos y pediatricos con
manifestaciones no neurolégicas de ASMD.

Evaluacion de las afecciones oseas

Las afecciones 6seas de un sujeto pueden evaluarse mediante el andlisis de parametros 6seos, denominados
colectivamente en el presente documento "indicadores 6seos", usando diversos métodos. Los indicadores éseos
pueden comprender, por ejemplo, la densidad mineral 6sea (DMO), la carga de médula 6sea (CMO), la edad ésea, el
crecimiento lineal y el estado de determinados biomarcadores 6seos. En determinadas realizaciones, las afecciones
Oseas anormales pueden evaluarse mediante imagenes éseas, tales como imagenes de rayos X e imagenes de
resonancia magnética (IRM). Pueden obtenerse imagenes 6seas de, por ejemplo, fémur y columna lumbar en varios
momentos de tiempo para evaluar la densidad mineral 6sea (DMO) y la carga de médula 6sea (CMQ) como
indicadores del estado 6seo en pacientes antes, durante y después del tratamiento con una composicién de la presente
invencion. En determinadas realizaciones, las imagenes se obtienen usando DXA (absorciometria de rayos X de
energia dual}) o IRM. En algunas realizaciones, las imagenes 6seas pueden obtenerse aproximadamente cada
semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, seis semanas, mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses,
6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, afio, 2 afos, 3 afios, 4 afios o 5 afios, y compararse con
imagenes basales obtenidas antes del tratamiento de la presente invencion. En determinadas realizaciones, las
imagenes 0seas pueden obtenerse aproximadamente cada 6 meses o cada afio.

La DMO puede calcularse para cada paciente usando puntuaciones Ty Z. La puntuacién T clasifica la densidad 6sea
de un paciente en comparacién con la de una persona sana del mismo sexo. La puntuacién Z clasifica la densidad
6sea de un paciente en comparacién con la de una persona sana de la misma edad, sexo, peso y etnia.

A partir de IRM seriadas, la CMO puede evaluarse mediante el sistema de puntuacion CMO, que se basa en un sistema
de puntuacion de la intensidad de la sefial de la médula ésea que da una puntuacién categérica de ocho puntos
posibles para la columna lumbar y el fémur -las puntuaciones del fémur promediadas del fémur izquierdo y derecho-
para una puntuacion total de 16 puntos. El sistema de puntuacién de la intensidad de la sefial de la médula 6sea se
describe, por ejemplo, en Hangartner et al., Skeletal Radiol. 37(3): 185-188 (2008); Robertson et al., AJM Am J
Roentgenol. 188(6): 1521-1528 (2007); y Maas et al., Radiology 229(2): 554-561 (2003}, todos los cuales se incorporan
en el presente documento por referencia en su totalidad.

En otras realizaciones, se analizaran biomarcadores 6seos para evaluar las afecciones éseas de un sujeto.
"Biomarcadores 0seos", como se usa en el presente documento, se refieren a biomarcadores asociados con la
formacion y resorcion 6seas. Por ejemplo, los biomarcadores ¢seos, tales como la fosfatasa alcalina (ALP) especifica
del hueso en suero y el telopéptido C pueden analizarse en muestras recogidas de un paciente. La ALP especifica del
hueso, un marcador de la formacién 6sea activa, y el telopéptido C, un indicador de la resorcién 6sea, pueden usarse
como indicadores del estado 6seo. Por ejemplo, en la enfermedad de Gaucher, otro trastorno por almacenamiento de
lipidos, la concentracién sérica de telopéptido C esta disminuida. En algunas realizaciones, los biomarcadores 6seos
pueden analizarse aproximadamente cada 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10 u 11 meses, o cada 1, 2, 3, 4 0 5 afos, y
compararse con los niveles basales obtenidos antes del tratamiento de la presente invencion. En determinadas
realizaciones, los biomarcadores éseos pueden analizarse cada 3 0 6 meses.

La mayoria de los nifios con ASMD tienen un retraso en el crecimiento. Las puntuaciones Z de altura y peso en
pacientes pediatricos con ASMD son a menudo mas bajas que en nifios no afectados por ASMD. En pacientes
pediatricos con ASMD, pueden analizarse indicadores 6seos adicionales tales como la edad ésea (por ejemplo,
determinada mediante radiografia de mano) y el crecimiento lineal para evaluar el crecimiento 6seo o el desarrollo
esquelético. En una realizacién a modo de ejemplo, pueden realizarse radiografias de la mano para recoger imagenes
de las manos, dedos y mufiecas de los pacientes. La edad 6sea (maduracién) puede calcularse a partir de las
radiografias utilizando el Atlas de Greulich y Pyle (1959). El crecimiento lineal, como se mide por la puntuacion Z de
la estatura, es otro indicador 6seo para evaluar el crecimiento en pacientes pediatricos.

Tratamiento de afecciones 0seas anormales con ASM

Los pacientes con afecciones 6seas anormales, tales como los pacientes con ASMD, pueden ser tratados con TRE
de ASM. Como se usa en el presente documento, "tratan", "tratar" y "tratamiento” se refieren a un método para aliviar,
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suprimir o prevenir o retrasar la aparicion o el empeoramiento (es decir, la progresiéon) de un trastorno o afeccién
biolégica y/o al menos uno de sus sintomas concomitantes. Como se usa en el presente documento, "aliviar" una
enfermedad, trastorno o afeccién significa reducir la gravedad y/o la frecuencia de aparicion de los sintomas de la
enfermedad, trastorno o afeccioén.

En algunas realizaciones, la ASM usada en la TRE de ASM puede ser ASM humano, por ejemplo, una ASM humana
recombinante (rhASM). La ASM recombinante puede producirse mediante tecnologia recombinante en células
hospedadoras procariotas o eucariotas, tales como células hospedadoras de mamifero (por ejemplo, células de ovario
de hamster chino (CHO)). En determinadas realizaciones, la rhASM es olipudasa alfa, la glucoforma alfa de una ASM
humana (EC-3.1.4.12) producida en células CHO. La olipudasa alfa madura es un polipéptido de 570 aminoacidos
que conserva la actividad de direccionamiento enzimatico y liposémico de la proteina humana nativa. La secuencia de
aminoacidos de la olipudasa alfa, incluida su secuencia conductora (residuos 1-57), se muestra a continuacién, en
donde la secuencia conductora esta en cursiva y negrita. La secuencia madura de olipudasa alfa (SEQ ID NO:2, que
abarca los residuos 58-627 de la siguiente secuencia) no tiene la secuencia conductora.

MARYGASLRQ
LWAPAEAHPL
LKKEPNVARV
PSEACGLLLG
FLTDLHWDHD
PLRTLESLLS

VRKFLGPVPV
LPAEALRTLR
LOWLVGELQA
QFFGHTHVDE
NYSGSSHVVL
WHNLVYRMRG
SPALCRHLMP

SCPRSGREQG
S2QGHPARLH
GSVAIKLCNL
STCGHWDIFS
Y_EGTDPDCA
GLGPAGPFDM

YPAVGNHEST
IGGFYALSPY
AEDRGDKVHI
FEVFYDEETL
DHETYILNLT
DMOLFQTFWEF
DGSLPEAQSL

QDGTAGAPGL
RIVPRLRDVF
LKIAPPAVCQ
SWNISLPTVP
DPLCCRRGSG
VYWTGDIPAH

PVNSFPPPFI
PGLRLISLNM
IGHIPPGHCL
SRPLAVAFLA
QANIPGAIPH
LYHKGHPPSE
WPRPLFC

LWMGLALALA
GWGNLTCPIC
SIVHLFEDDM
KPPPKPPSPP
LPPASRPGAG
DVWHQTRQDQ
EGNHSSRWLY
NFCSRENFWL
KSWSWNYYRT
PSATTYIGLN

WQLLYRARET
PCGTPCRLAT

(SEQ ID NO:1)

LALALSDSRV
KGLFTAINLG
VEVWRRSVLS
APGAPVSRIL
YWGEYSKCDL
LRALTTVTAL

EAMAKAWEPW
LINSTDPAGQ
VARYENTLAA
PGYRVYQIDG
YGLPNTLPTA
LCAQLSARAD

En algunas realizaciones, la ASM es 99 %, 98 %, 97 %, 96 % 0 95 % idéntica en secuencia de aminoacidos a la
olipudasa alfa. Por ejemplo, una ASM util en la presente invencién tiene la secuencia de ASM mostrada en la patente
de EE. UU. 6.541.218. Esa secuencia se muestra a continuacion, con la secuencia conductora en cursiva y negrita,

donde la proteina madura no tiene la secuencia conductora:

MPRYGASLRQ
RVLWAPAEAH
LGLKKEPNVA
LSPSEACGLL
ILFLTDLHWD
DLPLRTLESL
ALVRKFLGPV
PWLPAEALRT
GOLOWLVGEL
AAQFFGHTHV
DGNYSRSSHV
TAWHNLVYRM

ADSPALCRHL MPDGSLPEAQ SLWPRPLFC

SCPRSGREQG
PLSPQGHPAR
RVGSVAIKLC
LGSTCGHWDI
HDYLEGTDPD
LSGLGPAGPF
PVYPAVGNHE
LRIGGFYALS
OAAEDRGDKV
DEFEVFYDEE
VLDHETYILN
RGDMQLFQTF

QDGTAGAPGL
LHRIVPRLRD
NLLKIAPPAV
FSSWNISLPT
CADPLCCRRG
DMVYWTGDIP
SIPVNSFPPP
PYPGLRLISL
HITIGHIPPGH
TLSRPLAVAF
LTQANIPGAT
WEFLYHKGHPP

LWMGLVLALA
VFGWGNLTCP
CQSIVHLFED
VPKPPPKPPS
SGLPPASRPG
AHDVWHQTROQ
FIEGNHSSRW
NMNFCSRENF
CLKSWSWNYY
LAPSATTYIG
PHWQLLYRAR
SEPCGTPCRL

LALALALSDS
ICKGLFTAIN
DMVEVWRRSV
PPAPGAPVSR
AGYWGEYSKC
DOLRALTTVT
LYEAMAKAWE
WLLINSTDPA
RIVARYENTL
LNPGYRVYQT
ETYGLPNTLP
ATLCAQLSAR

(SEQ ID NO:3)

Una ASM (til en la presente invencién también puede ser idéntica en secuencia de aminoacidos a la ASM humana
divulgada en la base de datos UTIIPROT como secuencia P17405-1, o variantes polimorficas de la misma. La
secuencia P17405-1 se muestra a continuacién, con la secuencia conductora en cursiva y negrita, donde la proteina
madura no tiene la secuencia conductora:
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MPRYGASLRQ
RVLWAPAFEAH
LGLKKEPNVA
LSPSEACGLL
ILFLTDLHWD
DLPLRTLESL

PWLPAEALRT
GQLOWLVGEL
AAQFFGHTHV
DGNYSGSSHV
TAWHNLVYRM

SCPRSGREQG
PLSPQGHPAR
RVGSVATIKLC
LGSTCGHWDI
HDYLEGTDPD
LSGLGPAGPF

LRIGGFYALS
QAAEDRGDKV
DEFEVFYDEE
VLDHETYILN
RGDMQLFQTF
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QDGTAGAPGL
LHRIVPRLRD
NLLKIAPPAV
FSSWNISLPT
CADPLCCRRG
DMVYWTGDIP
STPVNSFPPP
PYPGLRLISL
HIIGHIPPGH
TLSRPLAVAF
LTQANIPGAI
WFLYHKGHPP

LWMGLVLALA
VFGWGNLTCP
CQSIVHLFED
VPKPPPKPPS
SGLPPASRPG
AHDVWHQTRQ

NMNFCSRENF
CLKSWSWNYY
LAPSATTYIG
PHWQLLYRAR
SEPCGTPCRL

LALALALSDS
ICKGLFTAIN
DMVEVWRRSV
PPAPGAPVSR
AGYWGEYSKC
DQLRALTTVT

WLLINSTDPA
RIVARYENTL
LNPGYRVYQI
ETYGLPNTLP
ATLCAQLSAR

ADSPALCRHL MPDGSLPEAQ SLWPRPLFC(SEQ ID NO:4)

El estudio de viabilidad para la terapia con olipudasa alfa se demostr6 en un modelo de raton inactivado en ASM
(ASMKO) (véase, por ejemplo, Miranda et al., FASEB 14 (13): 1988-95 (2000); Dhami et al., Lab. Inves. 81(7): 987-99
(2001)). Estos estudios mostraron que la administracion intravenosa repetida de olipudasa a ratones ASMKO conducia
a una reduccién dependiente de la dosis de esfingomielina en érganos viscerales. También se observé una reduccién
de la esfingomielina en los pulmones. Los estudios de ASMKO también mostraron que la olipudasa alfa puede causar
toxicidad cuando se administra en dosis altas. Sin embargo, cuando los ratones ASMKO recibieron multiples dosis
bajas seguidas de una dosis alta, la olipudasa alfa no causé la toxicidad observada con una dosis Unica alta.

La olipudasa alfa se ha usado en estudios clinicos para el tratamiento de manifestaciones no neurolégicas de ASMD.
Las observaciones en ratones condujeron al desarrollo de un estudio de fase 1 para evaluar la seguridad y
farmacocinética del tratamiento con olipudasa alfa, en el que se evaluaron dosis Unicas ascendentes de olipudasa alfa
(0,03, 0,1, 0,3, 0,6 y 1,0 mg/kg) en 11 pacientes (McGovern et al., Genet. Med. 15(8):618-623 (2013) y el documento
de patente WO 2011025996. Los pacientes en ese estudio mostraron aumentos relacionados con la dosis en los
reactantes de fase aguda, incluida la ceramida, la bilirrubina y la proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP).
También se notificaron eventos adversos relacionados con la dosis que incluian sintomas constitucionales (dolor,
fiebre, nduseas y vomitos) compatibles con la toxicidad de la primera dosis.

Se realiz6é un estudio de fase 1b para evaluar la seguridad y tolerabilidad de olipudasa alfa durante un periodo de
tratamiento de 26 semanas con 5 pacientes adultos (Wasserstein et al., Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-97 (2015).
Los pacientes de este estudio recibieron olipudasa alfa de forma de dosis escalonada con una dosis inicial de 0,1
mg/kg seguida de aumentos quincenales escalonados hasta alcanzar la dosis objetivo de 3,0 mg/kg. El estudio mostré
que el régimen de aumento de dosis fue bien tolerado, sin efectos adversos graves o intensos, y dio lugar a una
reduccion gradual de la esfingomielina y sus catabolitos. Por reduccion se entiende la eliminacién de la esfingomielina
que se ha acumulado en los 6rganos viscerales del paciente debido a la ASMD. Las mejoras observadas en los
pacientes incluyeron disminucién de los volimenes de bazo e higado, disminucién de las puntuaciones de la
enfermedad pulmonar intersticial, aumento de la funcién pulmonar y reduccion de la quitotriosidasa sérica, CCL18,
ACE vy otros biomarcadores de la enfermedad. Los inventores han descubierto ahora que cuando estos pacientes
continuaron siendo tratados y monitorizados durante 30 meses en una evaluacion de seguridad y eficacia a largo
plazo, mostraron un perfil de seguridad sostenido y una mejora continua en parametros clinicamente relevantes,
incluidos los volumenes de bazo e higado, la puntuacién de la enfermedad pulmonar, los perfiles lipidicos y los
biomarcadores ASM. Los inventores también han descubierto inesperadamente que los pacientes mostraron una
notable mejoria de la densidad mineral ésea (DMO) y la carga de médula ésea (CMO). Estos datos demuestran que
la TRE de ASM puede aliviar o prevenir el empeoramiento de la afeccion 6ésea anormal de un paciente, tal como la
osteopenia y la osteoporosis.

Posologia y via de administracion del ASM

Las composiciones farmacéuticas que comprenden un ASM como se describe en el presente documento se
administrardn en una cantidad terapéuticamente eficaz para el tratamiento de la afeccién en cuestion (por ejemplo,
una afeccién 6sea anormal asociada a ASMD), es decir, en las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios para
lograr un resultado deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede variar en funcién de factores tales como la
afeccion particular que se esté tratando, la edad, el sexo y el peso del paciente, y de si la terapia de reemplazo
enzimatico se esta administrando como tratamiento independiente o en combinacién con uno o mas tratamientos
adicionales. "Cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad del agente terapéutico que se administra que
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aliviara en cierta medida o evitara el empeoramiento de uno o mas de los sintomas del trastorno o afeccion que se
esta tratando. Las composiciones de ASM pueden administrarse mediante inyeccion intravenosa.

En algunas realizaciones, la eficacia puede indicarse como una mejora en las puntuaciones T de densidad mineral
osea (por ejemplo, puntuaciones T de la columna vertebral y/o del fémur). En determinadas realizaciones, la
puntuacién T mejora en al menos 0,5 puntos. En algunas realizaciones, la eficacia puede indicarse como una mejora
en las puntuaciones Z de densidad mineral 6sea (por ejemplo, puntuaciones Z de columna y/o fémur). En determinadas
realizaciones, la puntuacién Z mejora al menos 0,1 puntos. En algunas realizaciones, la eficacia puede indicarse como
una mejora, un no empeoramiento o un retraso en la progresion de enfermedades 6seas, tales como la osteopenia o
la osteoporosis. En algunas realizaciones, la eficacia puede indicarse por mejoras en el desarrollo esquelético, tales
como el crecimiento lineal o la edad 6sea (maduracion). En determinadas realizaciones, la mejora en el desarrollo
esquelético puede medirse en relacién con los datos recopilados en un estudio de pacientes pediatricos (Wasserstein
et al., J Pediatr 142(4):424-428 (2003)). En otras realizaciones, la mejora del desarrollo esquelético puede medirse
con respecto a la tabla de crecimiento de cada paciente antes del tratamiento con ASM.

Algunas realizaciones implican un protocolo de aumento de dosis en el que se administran dosis crecientes de ASM
(por ejemplo, una rhASM, tal como olipudasa alfa) durante un periodo apropiado para reducir gradualmente la
esfingomielina acumulada previamente y minimizar los efectos secundarios toxicos causados por los catabolitos de
esfingomielina. Por ejemplo, el tratamiento puede implicar la administracion de una o mas dosis iniciales, bajas y no
toxicas de ASM a un paciente para reducir la cantidad de esfingomielina que se ha acumulado en el paciente. Cada
dosis escalonada puede estar separada de la dosis anterior por una semana, dos semanas o tres semanas. En
realizaciones particulares, las dosis escalonadas se administran con un intervalo de dos semanas. Como se usa en el
presente documento, el término "dosis no toxica(s)" y similares se refiere a una dosis de una ASM administrada a
pacientes con ASMD sin dar lugar a uno, dos, tres o todos los siguientes: (i) un acontecimiento adverso relacionado
moderado o grave como se define por un sintoma clinico que interfiera con el funcionamiento diario normal y requiera
monitorizacién, intervencién o tratamiento adicional, o, un valor de laboratorio anormal o resultado de procedimiento
de preocupacion clinica que requiera monitorizacion, tratamiento o investigacién adicional. Véase, por ejemplo, la
terminologia habitual del modelo de tabulacién de datos de estudios del Consorcio de Estandares de Intercambio de
Datos Clinicos v.3.1.1; (ii) un valor de bilirrubina total superior a 1,5 mg/dl, 2 mg/dl, 3 mg/dl 0 4 mg/dl, que dure mas
de una semana, dos semanas o tres semanas después de la administracién de una dosis de rhASM; (iii) una
concentracién plasmatica de ceramida superior a 8,2 ug/dl, 9 pg/dl, 10 pg/dl, 15 pg/dl, 20 pg/dl, 30 pg/dl, 40 pg/dl, 50
pg/dl, 60 pg/dl, 70 pg/dl u 80 pg/dl, 24 horas, 36 horas, 48 horas o 72 horas después de la administracion de la dosis
de rhASM; o (iv) una respuesta/reaccion de fase aguda. La "dosis no toxica" de ASM puede variar en funcién de, por
ejemplo, la estabilidad de la enzima usada, la actividad de la enzima usada y/o la via de administracion de la enzima.
Por ejemplo, la dosis de una enzima ASM modificada con actividad aumentada puede ser inferior a la dosis de una
ASM no modificada. Un experto en la materia podria ajustar la dosis de enzima administrada en funcién de la
estabilidad de la enzima, la actividad de la enzima y/o la via de administracién de la enzima.

Tras un determinado periodo de tiempo, la dosis de ASM puede aumentarse hasta la dosis terapéuticamente eficaz
mas alta tolerada por el paciente. Una vez identificada esta dosis, puede usarse como dosis de mantenimiento para
tratar al paciente. Alternativamente, la dosis de mantenimiento puede reducirse a partir de la dosis de escalada mas
alta una vez que el estado de ASMD del paciente se haya estabilizado tras el régimen de aumento de dosis. Las dosis
de mantenimiento pueden administrarse al paciente cada 1, 2, 3 0 4 semanas. En determinadas realizaciones, la dosis
de mantenimiento se administra quincenalmente.

Como se usa en el presente documento, el término "dosis de mantenimiento" se refiere a una dosis de una ASM
descrita en el presente documento administrada a pacientes con ASMD para mantener el efecto terapéutico deseado,
por ejemplo, una mejora o un no empeoramiento de una o mas afecciones éseas anormales, tales como las descritas
en el presente documento. En realizaciones especificas, la(s) dosis(s} de mantenimiento mantiene(n) uno, dos, tres,
cuatro o mas de los siguientes efectos terapéuticos deseados: (i} una reduccién del volumen del bazo evaluada
mediante técnicas conocidas en la técnica, por ejemplo, IRM; (ii) una reduccién de los niveles de esfingomielina
hepatica evaluada mediante técnicas conocidas en la técnica, por ejemplo, analisis bioquimico y/o histomorfométrico
de muestras de higado; (iii) un aumento de la capacidad de ejercicio como se evalla por técnicas conocidas en la
técnica, por ejemplo, la carga de trabajo maxima mediante cicloergometria, incluido el porcentaje de carga de trabajo
maxima prevista, el consumo maximo de oxigeno y la produccién de diéxido de carbono; (iv) un aumento de la funcion
pulmonar como se evalla mediante técnicas conocidas en la técnica, por ejemplo, las técnicas descritas en American
Thoracic Society, Am. Rev. Respir. Dis. 144: 1202-1218 (1991), tales como la capacidad de difusién (DLco), el
porcentaje previsto de capacidad vital forzada (FVC) como se mide mediante, por ejemplo, técnicas espirométricas, el
volumen espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) como se mide, por ejemplo, por técnicas espirométricas, y la
capacidad pulmonar total; (v) una disminucion de la esfingomielina en el lavado bronquial alveolar (BAL); (vi} una
disminucion del volumen hepatico como se evalia mediante técnicas conocidas en la técnica, por ejemplo, IRM; (vii)
una mejora del aspecto de los pulmones como se evalla mediante técnicas conocidas en la materia, por ejemplo,
tomografia computarizada (TC) de alta resolucion o radiografia de térax; (viii) una disminucion de la concentracién de
esfingomielina o lisoesfingomielina en el higado, la piel, el plasma y las manchas de sangre seca (DBS) como se mide
mediante, por ejemplo, espectrometria de masas en tandem; (ix) una reduccién o mejora de la gravedad de la ASMD
y/o de un sintoma asociado a ella; (x) una reduccién de la duracién de un sintoma asociado a la ASMD; (xi} la
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prevencién de la recurrencia de un sintoma asociado a la ASMD; (xii) reduccion de la hospitalizacién de un sujeto; (vi)
la reduccion de la duracién de la hospitalizacién; (xiii) un aumento de la supervivencia de un sujeto; (xiv} una reduccién
de la mortalidad; (xv) una disminucién de la tasa de hospitalizacién; (xvi) una reduccién del nimero de sintomas
asociados a la ASMD; (xvii) un aumento de la supervivencia libre de sintomas de los pacientes con ASMD; (xviii) la
mejora de la funcién neuroldgica (por ejemplo, funcién psicomotora, capacidad de respuesta social, etc.); (xix) una
mejora del aclaramiento pulmonar como se mide, por ejemplo, por el recuento y el perfil de células BAL; (xx} una
disminuciéon de los niveles séricos de quitotriosidasa; (xxi) una disminucion de los niveles séricos del ligando 18 de
motivo de quimiocina (c-¢) (CCL18); (xxii} una mejora del perfil lipidico (por ejemplo, HDL, LDL, colesterol, triglicéridos
y relacién colesterol total:HDLY}; (xxiii) una mejora de las afecciones éseas anormales; y (xxiv) una mejora de la calidad
de vida (CdV) como se evalua, por ejemplo, mediante un cuestionario, tal como el Inventario Breve de Fatiga (BFI)
(Mendoza et al., Cancer 85(5):1186-1196 (1999)), el Inventario Breve de Dolor (BPI-SF) (Cleeland C., Acta Paediatr.
Suppl. 91(439):43-47 (2002)), o el cuestionario de Calidad de Vida Pediatrica (PedsQL) (Varmi et al., Medical Care
39(8):800-812 (2001)), o la Escala Multidimensional de Fatiga PedsQL (Varmi et al., J Rheumatol 31(12):2494-2500
(2004)). En determinadas realizaciones, la dosis de mantenimiento més alta es la dosis mas alta 0 maxima tolerada
por un paciente.

En algunas realizaciones, un paciente que recibe una dosis de mantenimiento es monitorizado cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10 u 11 meses, o cada afio o cada dos afios para uno o mas de los siguientes: (i) acontecimientos adversos
relacionados; (ii) concentraciones de bilirrubina total/directa/indirecta; (iii} concentracién de ceramida plasmatica; o (iv)
una respuesta de fase aguda. En algunas realizaciones, el paciente es monitorizado cada 3 meses, cada 6 meses 0
anualmente. Si el paciente experimenta un acontecimiento adverso relacionado de intensidad moderada, una
concentracion de bilirrubina total superior al valor de bilirrubina total para un humano sin ASMD (por ejemplo, un
humano sano), una concentracion de ceramida plasmatica superior a la concentracion de ceramida plasmatica de un
humano sin ASMD (por ejemplo, un humano sano), o una respuesta de fase aguda, entonces la dosis administrada al
paciente puede ser evaluada por un médico u otro profesional médico para determinar si la dosis debe ajustarse.

Determinadas realizaciones comprenden: (a) un régimen de aumento de dosis (por ejemplo, para reducir el sustrato
de esfingomielina acumulado en el paciente humano) que comprende: (i} administrar una dosis inicial (por ejemplo,
una dosis baja no téxica tal como 0,1 mg/kg) de un ASM (por ejemplo, olipudasa alfa) como se describe en el presente
documento al paciente humano; (iiy administrar dosis sucesivamente mas altas del ASM al paciente humano, vy (iii)
monitorizar al paciente para uno o mas efectos secundarios adversos después de cada dosis sucesiva como se indica
por, por ejemplo, una concentracién elevada de bilirrubina total, una concentracién elevada de ceramida plasmatica,
lisoesfingomielina, quitotriosidasa, la produccidon de reactantes de fase aguda, la produccidon de mediadores
inflamatorios, o un acontecimiento adverso (por ejemplo, tal como se define en la terminologia habitual del modelo de
tabulacién de datos de estudios del Consorcio de Estandares de Intercambio de Datos Clinicos v.3.1.1;); y (b) un
régimen de mantenimiento que comprende la administracién de una dosis igual o inferior a la dosis mas alta tolerada
por el paciente (por ejemplo, igual o inferior a 3 mg/kg) como dosis de mantenimiento para el paciente.

Determinadas realizaciones comprenden: (a) un régimen de aumento de dosis (por ejemplo, para reducir el sustrato
de esfingomielina acumulado en el paciente humano) que comprende: (i} administrar una dosis inicial (por ejemplo,
una dosis baja no téxica tal como 0,1 mg/kg) de un ASM (por ejemplo, olipudasa alfa) como se describe en el presente
documento al paciente humano; (ii) administrar dosis sucesivamente mas altas del ASM al paciente humano si el
paciente no manifiesta uno o mas efectos secundarios adversos indicados por, por ejemplo, una concentracion elevada
de bilirrubina total, una concentracién elevada de ceramida plasmatica, la produccion de reactantes de fase aguda,
lisoesfingomielina, quitotriosidasa, la produccion de mediadores inflamatorios, o un acontecimiento adverso (por
ejemplo, como se define en la terminologia habitual del modelo de tabulacion de datos de estudios del Consorcio de
Estandares de Intercambio de Datos Clinicos v.3.1.1); y (b} un régimen de mantenimiento que comprende la
administracion repetida de una dosis de mantenimiento que es igual o inferior a la dosis mas alta tolerada por el
paciente (por ejemplo, igual o inferior a 3 mg/kg). En algunas realizaciones, se monitoriza al paciente durante un
periodo de tiempo tras la administracién de una dosis de ASM (por ejemplo, 6 horas, 12 horas, 16 horas, 24 horas, 48
horas, 72 horas, semanalmente o hasta la siguiente dosis) para uno o mas efectos secundarios adversos. En
determinadas realizaciones, la dosis de mantenimiento que se administra puede ajustarse durante el curso del
tratamiento del paciente. En algunas realizaciones, la dosis de mantenimiento mas alta administrada al paciente es la
dosis mas alta tolerada por el paciente.

En determinadas realizaciones, la dosis inicial oscila de 0,025 a 0,275 mg/kg, por ejemplo, 0,03 mg/kg a 0,5 mg/kg,
0,01 a 0,5 mg/kg, o0 0,1 mg/kg a 1 mg/kg, de ASM (por ejemplo, olipudasa alfa). En realizaciones particulares, la dosis
inicial es 0,03 mg/kg o 0,1 mg/kg. Por ejemplo, la dosis inicial para un paciente pediatrico puede ser 0,03 mg/kg; y la
dosis inicial para un paciente adulto puede ser 0,1 mg/kg. En algunas realizaciones, la dosis inicial para un paciente
pediatrico o adulto puede ser de 0,1 mg/kg.

En determinadas realizaciones, los pacientes recibiran la misma dosis de olipudasa alfa al menos dos veces antes de
aumentar a una dosis inmediatamente superior. En algunas realizaciones, las dosis sucesivamente mas altas se
administran una, dos, tres o cuatro semanas después de la dosis anterior. En algunas realizaciones especificas, las
dosis sucesivamente mas altas se administran cada una dos semanas después de la dosis anterior. En realizaciones
particulares, la dosis sucesivamente mas alta es 0,05-1,0 mg/kg, 0,1-3,0 mg/kg o 0,5-2,0 mg/kg mas alta que la dosis
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anterior, por ejemplo, aproximadamente 0,07 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg o 1 mg/kg mas alta que la dosis
anterior.

En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz mas alta tolerada por un paciente es 1 mg/kg a 2,5 mg/kg,
2 mg/kg a 3 mg/kg, 3 mg/kg a 5 mg/kg. En algunas realizaciones, la dosis terapéuticamente eficaz mas alta tolerada
por un paciente es 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg o 5 mg/kg. En algunas realizaciones, la dosis mas alta tolerada
por el paciente es 1 mg/kg a 3 mg/kg, por ejemplo, de 1 mg/kg a 2,5 mg/kg. En algunas realizaciones, la dosis mas
alta se administra al paciente humano como la dosis de mantenimiento mas alta. En determinadas realizaciones, la
dosis de mantenimiento més alta esta en la cantidad de, por ejemplo, 0,3 mg/kg, 0,6 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg o 3
mg/kg. En realizaciones particulares, la dosis de mantenimiento méas alta es 3 mg/kg. Las dosis de mantenimiento
posteriores pueden administrarse en la misma cantidad o0 menos que la dosis de mantenimiento mas alta. En algunas
realizaciones, las dosis de mantenimiento son 0,3-3 mg/kg.

En algunas realizaciones, el régimen de aumento de dosis puede implicar la administracién del ASM en una pluralidad
de dosis en el orden de, por ejemplo, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,6 mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg y
3,0 mg/kg (dosis de mantenimiento mas alta), donde las dosis sucesivas se administran cada una dos semanas
después de la dosis anterior. En otras realizaciones, el régimen de aumento de dosis puede implicar la administracién
del ASM en una pluralidad de dosis en el orden de, por ejemplo, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,6
mg/kg, 0,6 mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg y 3,0 mg/kg (dosis de mantenimiento mas alta), donde las dosis sucesivas se
administran cada una dos semanas después de la dosis anterior.

En determinadas realizaciones, una dosis de un ASM segun se describe en el presente documento se administra cada
semana, cada 2 semanas, cada 3 semanas o cada 4 semanas a un paciente. En realizaciones particulares, las dosis
se administran en un intervalo de cada dos semanas, mediante, por ejemplo, inyeccién intravenosa.

Algunas realizaciones implican la administracion de las dosis de ASM durante un periodo de 6 a 30 meses, por gjemplo,
durante un periodo no superior a 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 12 meses, 13 meses,
14 meses, 15 meses, 16 meses, 17 meses, 18 meses, 19 meses, 20 meses, 21 meses, 22 meses, 23 meses, 24
meses, 25 meses, 26 meses, 27 meses, 28 meses, 29 meses 0 30 meses, para que mejore la afeccion (afecciones)
Osea(s) objetivo. En determinadas realizaciones, las dosis de ASM se administran durante un periodo no superior a
30 meses.

Otras realizaciones incluyen protocolos de administracion y/o vias de administraciéon como se describe en, por ejemplo,
el documento de patente WO 2011/025996.

En realizaciones particulares, el régimen de aumento de dosis usado para tratar pacientes adultos o pediatricos con
ASMD puede ser, por ejemplo, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 1 Régimen de aumento de dosis

Semana de tratamiento Dosis de olipudasa alfa (mg/kg)
0 0,1
2 0,3
4 0,3
6 0,6
8 0,6
10 1,0
12 2,0
14 3,0
16 3,0

En otras realizaciones particulares, el régimen de aumento de dosis usado para tratar a pacientes pediatricos con
ASMD puede ser, por ejemplo, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 2 Esquema de aumento de dosis para pacientes pediatricos

Semana de tratamiento Dosis de olipudasa alfa (mg/kg)
0 0,03
2 0,1
4 0,3
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Semana de tratamiento Dosis de olipudasa alfa (mg/kg)
6 0,3
8 0,6
10 0,6
12 1,0
14 2,0
16 3,0

En algunas realizaciones, las poblaciones de pacientes pediatricos incluyen la cohorte de adolescentes con ASMD
(edades 12 a <18 afios), la cohorte de nifios con ASMD (edades 6 a <12 afios) y la cohorte de lactantes/nifios pequefios
(desde el nacimiento hasta <6 afos).

Articulos de fabricacion y kits

La presente divulgacion también proporciona articulos de fabricacion y kits que comprenden una ASM como se
describe en el presente documento. Los articulos de fabricacion y los kits no se reivindican en el presente documento.
En algunos casos, los articulos y kits son adecuados para tratar a un paciente como se describe en el presente
documento, por ejemplo, un paciente con ASMD. Por ejemplo, los articulos y kits pueden ser adecuados para tratar
una afeccién 6sea anormal descrita en el presente documento en un paciente con ASMD. En algunos casos, los
principios activos farmacéuticos de los articulos y kits se preparan para su administracion a las dosis descritas en el
presente documento y se formulan para su administracién mediante los métodos descritos en el presente documento.

A menos que se definan de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y técnicos usados en relacion
con la presente invencion tendran el significado cominmente entendido por los expertos en la materia. En el presente
documento se describen métodos y materiales a modo de ejemplo, aunque también pueden usarse métodos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la practica o ensayo de los métodos
descritos en el presente documento. En caso de conflicto, controlara la presente memoria descriptiva, que incluye
definiciones. En general, la nomenclatura usada en relacion con, y las técnicas de, el cultivo de células y tejidos, la
biologia molecular, la inmunologia, la microbiologia, la genética, la quimica analitica, la quimica organica sintética, la
quimica medicinal y farmacéutica, y la quimica e hibridacién de proteinas y acidos nucleicos descritas en el presente
documento, son las conocidas y usadas habitualmente en la técnica. Las reacciones enzimaticas y las técnicas de
purificacién se realizan segun especificaciones del fabricante, como se realiza comunmente en la técnica o como se
describe en el presente documento. Aunque en el presente documento se citan varios documentos, esta cita no
constituye una admisién de que cualquiera de estos documentos forme parte del conocimiento general comun en la
técnica. Ademas, a menos que se requiera de otro modo por el contexto, términos en singular deben incluir pluralidades
y términos en plural deben incluir el singular. A lo largo de esta memoria descriptiva y de las realizaciones, se entendera
que las palabras "tienen" y "comprenden", o variaciones tales como "tiene", "que tiene", "comprende" o "que
comprende"”, implican la inclusién de un nimero entero establecido o grupo de nimeros enteros, pero no la exclusién
de cualquier otro nimero entero o grupo de niimeros enteros.

Para que esta invencion pueda comprenderse mejor, se exponen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos son
Unicamente ilustrativos y no deben interpretarse como limitativos del alcance de la invencién en modo alguno.

EJEMPLO
Ejemplo 1: Estudio a largo plazo para evaluar la seguridad y eficacia de olipudasa alfa en pacientes con ASMD
Pacientes y disefio del estudio

El objetivo del estudio es obtener informacién sobre la seguridad y eficacia de olipudasa alfa en pacientes con ASMD
tras su administracion a largo plazo. Este estudio a largo plazo (LTS), abierto y en curso (NCT02004704; NUumero
EudraCT: 2013-000051-40) realiza un seguimiento de 5 pacientes adultos con ASMD crénica que participaron
previamente en el estudio de fase 1b (Wasserstein et al. Mol Genet Metab 116(1-2):88-97 (2015)). Se analizaron los
datos de todos los pacientes después de 30 meses de tratamiento. La Junta de Revision Institucional o el comité de
ética de cada centro aprobaron el protocolo y todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito. El
estudio se llevé a cabo segun las Buenas Practicas Clinicas y de acuerdo con los principios de la Declaracién de
Helsinki.

Los criterios de elegibilidad para el estudio de fase 1b se describieron previamente. idem Los pacientes que

completaron el estudio de fase 1b con un perfil de seguridad aceptable fueron elegibles para continuar en el LTS y
continuaron con la misma dosis de olipudasa alfa que estaban recibiendo al final del estudio de fase 1b.
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Medidas y andlisis de los resultados

Las evaluaciones de seguridad incluyeron paneles hematolégicos y quimicos estandar y monitorizacién continua de
AE, incluidas las reacciones asociadas a la infusion (IAR) como se describié previamente en McGovern et al.
GenetMed 18(1):34-40 (2015) y Wasserstein et al. Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-97 (2015). La esfingomielina y la
ceramida plasmatica catabélica se evaluaron mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem
(CL/IEM/EM). Los biomarcadores del estado 6seo también incluyeron quitotriosidasa (suero) y lisoesfingomielina
[mancha de sangre seca (DBS)] determinadas por CL/EM/EM. El desarrollo de anticuerpos antifarmaco se evalud
como se describio previamente en McGovern et al., 2015, arriba, y Wasserstein et al. Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-
97 (2015).

Las mediciones cuantitativas de los volimenes de bazo e higado se determinaron a partir de IRM abdominal y los
volumenes de los érganos se expresaron como multiplos de la normalidad (MN). El porcentaje previsto, ajustado por
hemoglobina, de capacidad de difusién del pulmén para el monéxido de carbono (DLco) se calculé mediante férmulas
normalizadas (Crapo and Morris Am Rev Respir Dis 123(2):185-189 (1981), Macintyre et al. Eur Respir J 26(4):720-
735 (2005)). La tomografia computarizada de alta resolucion (HRCT) evalué la enfermedad pulmonar infiltrativa. Las
imagenes de HRCT del campo pulmonar se puntuaron subjetivamente para el aspecto de vidrio deslustrado (GG), la
enfermedad pulmonar intersticial (ILD) y la densidad reticulonodular (RND) de O (sin enfermedad) a 3 (enfermedad
grave) como se describié previamente en McGovern et al., 2015, arriba, y Wasserstein et al., 2015, arriba.

Los perfiles de lipidos plasmaticos en ayunas, incluida la medicién del colesterol total (CT), lipoproteina de baja
densidad (LDL-C), lipoproteina de alta densidad (HDL-C) y triglicéridos, se midieron durante todo el estudio. Los
niveles de no-HDL se calcularon a posteriori como la diferencia entre los niveles de colesterol total y de HDL-colesterol
(Jacobson et al., J. Clin. Lipidol. 9(2):129-169 (2015)).

La carga de médula 6sea (CMO) se determiné a partir de IRM de columna lumbar y ambos fémures, donde la
cuantificacion de imagenes indic6 el grado de infiltracion de la médula 6sea por células cargadas de lipidos (Robertson
et al, AJR. Am. J. Roentgenol. 188(6): 1521-1528 (2007)). La densidad mineral 6sea (DMOQO) se determiné a partir de
imagenes 6seas por absorciometria de rayos X de energia dual (DXA) de la columna lumbar y ambos fémures y la
determinacion de las puntuaciones T y Z (WHO JAMA 285(6):785-795 (2001)). La DMO se evalué siguiendo las
directrices proporcionadas por la Sociedad Internacional de Densitometria Clinica (ISCD 2015).

Los resultados notificados por los pacientes usando escalas de 11 puntos de 0 (ausencia) a 10 (peor) incluyeron el
Inventario Breve de Fatiga (BFI) validado (Mendoza et al., Cancer 85(5):1186-1196 (1999)); y los cuestionarios del
Inventario Breve de Dolor-Formulario Corto (BPI-SF) para evaluar la interferencia con las actividades diarias en el nivel
basal y periddicamente durante todo el tratamiento (Cleeland C., Acta Paediatr. Suppl. 91(439):43-47 (2002)).

Métodos estadisticos

Se proporciond estadistica descriptiva para las variables categéricas y continuas, se calculé el cambio desde el nivel
basal y el cambio porcentual desde el nivel basal para los volimenes de los 6rganos y la DLco, y se determinaron las
diferencias mediante la prueba de la t para datos emparejados y la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Pacientes y exposicion

Los cinco pacientes adultos (3 varones y 2 mujeres caucasicos) que completaron el estudio de fase 1b continuaron el
tratamiento en el LTS. En el nivel basal, todos los pacientes presentaban esplenomegalia (intervalo 7,4 a 16,1 MN),
hepatomegalia (intervalo 1,2 a 2,2 MN), alteracion del intercambio gaseoso (intervalo de 43 a 80 % de la DLco prevista)
y un perfil lipidico proaterogénico. Las caracteristicas de los pacientes se han publicado anteriormente (Wasserstein
et al. Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-97 (2015)) y se resumen en la Tabla 3. La mayoria de los pacientes (4/5)
permanecieron en la dosis objetivo de 3 mg/kg de olipudasa alfa durante 30 meses de tratamiento. Para el paciente
2, la dosis se redujo a 2 mg/kg durante 6 meses (meses 12-18) y después a 1 mg/kg (meses 18-actual) debido a los
AE que se describen a continuacion.
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Tabla 3 Caracteristicas demograficas y basales del paciente (Wasserstein et al,, 20135}

I} de paciente

1 2 3 4 5
Hombre Mujer Mujer Hombre Hombre Media (DE)

Edad de aparicién de los 2 1 & 4 i2 42449}
sintemas de ASMD (afins)
Edad de diagnostico de 2 2 12 8§ iz T2{5.04)
ASMD {afios)
Edad de Ia primera 31 32 47 28 22 32,6 (9.4
infusién de olipudasa alfa
Volumen de baze {MN)" 14,49 17,92 7.41 16,07 7.96 1277 {481
Volumen de higado (MN)* 2,23 2,20 121 176 1,29 1,74 {048}
DLco (% predicho)” 437 48.0 L0 430 80,0 S8,3(18.5)
TC (mmoly 4,70 3,83 5.26 4,66 3.63 4,42 (0,67}
HDL-C (mmsl/)* 0,32 0,36 0.96 0.31 0,57 (0,50 (0,28}

No HBL (punol/l)* 4,38 3,47 430 4,33 3,06 391061}
LDL-C (mmol/ly 338 259 332 2,69 225 2,85 (0.49)
VLDL-C (mmol/1)® 0,88 G,8% 0.98 1,66 0,20 1.04 (0,35]
Triglicérides (mmol/hy’ 2,20 1,55 114 4,35 1,338 2124131}

ASM=esfingomielinasa dcida; ASMD=deficiencia de esfingomielinasa acida; C=colesterol;
DL..=difusitn pulmonar de monoxide de carbono; HDL=lipoproteina de alta densidad;

LDI =lipeproteina de baja densidad; MN=nmiitiplos de la normalidad; DE=desviacion estandar,
TC=colesterol total; VLDL=hpoproteina de muy baja densidad.

*MN, maitiplos de a normakidad caleulados suponiendo que el volumen de bazo normal es

(1,2 % del peso corporal {kg} v el vohumen de higado normal es 2,5 % del peso corporal (kg)

® DL.. normal >80 %; levemente reducido >66 % a < 80 24, moderadamente reducido 40-60 %4;
graventente redhicido < 40 %

“Intervalo de Ia nonmalidad de colesterol tofal: US <518 mmold; UK (23,9 nunold

¢ Intervalo de la nornalidad de HDL: US hombre >0,777; US mujer »0,9065 mmoll UK »1.2
nunold

*ealculado como la diferencia entre TC v HDL-C (Jacobsen et al., 2015)

Intervalo de la normalidad de LDL: US ~3,3411 punoll; UK 0-2 mmol/,

S Intervalo de la normalidad de VLDL: US <0,518 pinold; UK 0,090,771 mmol/}

"Intervalo de la normalidad de triglicéridos: <1.7 mumoll

Seguridad

No hubo muertes, acontecimientos graves 0 intensos, o interrupciones durante 30 meses de tratamiento. Todos los
pacientes tuvieron al menos 1 AE, y casi todos (826/838, 98,5 %) fueron de intensidad leve. De los 443 AE
considerados relacionados con el tratamiento, 96 (21,7 %) se consideraron IAR (entre ellos, cefalea, nauseas, dolor
abdominal, artralgia, dolor musculoesquelético y mialgia). Seis AE moderados considerados |AR se produjeron durante
el estudio de fase 1b (primeros 6 meses) y se han notificado anteriormente (Wasserstein et al. Mol. Genet. Metab.
116(1-2):88-97 (2015)). De los 6-30 meses en el LTS, 5 AE moderados considerados IAR incluyeron dolor abdominal,
dolor hepatico, nauseas, espasmo muscular y alteracién sensorial en el paciente 2. No se produjeron reacciones de
hipersensibilidad, reacciones de fase aguda ni sindrome de liberacién de citocinas. Ningin paciente desarrollé
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anticuerpos IgG frente a olipudasa alfa. No se produjeron cambios adversos clinicamente significativos en las
constantes vitales, la hematologia o los parametros de seguridad cardiacos.

Los niveles de los marcadores inflamatorios IL-6, IL-8 y hsCRP estables al final del estudio de fase 1b (Wasserstein
et al. Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-97 (2015)) se mantuvieron estables para todos los pacientes excepto para el
paciente 2, que tuvo fluctuaciones en la hsCRP (1,10 a 33,3 mg/ml; intervalo normal 0-5) desde el mes 6 hasta el mes
30. Los niveles de ceramida plasmatica de todos los pacientes (FIG. 1A) se mantuvieron dentro de los limites de la
normalidad (1,8-6,5 pug/ml).

Los niveles de enzimas de la funcién hepatica se mantuvieron dentro de los intervalos de la normalidad para todos los
pacientes hasta el mes 30, cuando el paciente 4 present6 elevaciones transitorias de ALT (1,4x la normalidad) y AST
(2,9x la normalidad), sin AE correspondientes, y con niveles normales posteriores. Los niveles de bilirrubina total y
GGT se mantuvieron similares o por debajo de los niveles basales para todos los pacientes. Los niveles de hierro
fluctuaron con el tiempo, pero se mantuvieron dentro o cerca de los intervalos de la normalidad.

Durante el aumento de dosis de la fase 1b, el paciente 2 experimenté IAR que obligaron a repetir la dosis de 2 mg/kg
(Wasserstein et al. Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-97 (2015)). Posteriormente, el paciente recibi6 la dosis objetivo de
3 mg/kg a lo largo del ensayo de fase 1b y durante los primeros 6 meses del LTS, momento en el que el paciente
informé de AE leves 7-10 dias después de la mayoria de las infusiones, incluyendo nauseas, dolor de cabeza, fatiga,
dolor, dolor abdominal intermitente y fiebre ocasional (38,3 a 40,0 °C). Los episodios duraron ~3 dias y se resolvieron
completamente en la siguiente infusién. Se redujo la dosis de olipudasa alfa (2 mg/kg durante 6 meses, y luego a la
dosis actual de 1 mg/kg). La disminucién de la dosis no cambié el momento, la frecuencia o los tipos de
acontecimientos notificados.

Eficacia
Volumenes de bazo e higado

Los volumenes del bazo e higado disminuyeron en todos los pacientes en relacién con el nivel basal (FIG. 2A). Los
volimenes medios del bazo disminuyeron de 12,8 multiplos de la normalidad (MN) en el nivel basal a 6,7 MN a los 30
meses, una disminucién del 47,3 % desde el nivel basal (p<0,0001). Los volimenes hepaticos medios disminuyeron
de 1,7 MN en el nivel basal a 1,07 MN a los 30 meses, una disminucién del 35,6 % desde el nivel basal (p=0,006).

Enfermedad pulmonar infiltrativa

El porcentaje previsto de DLco aumento en todos los pacientes en relacién con los valores basales (FIG. 2B) y mejoré
de una media del 53,2 % (moderada) en el nivel basal a un 67,1 % a los 30 meses (leve). Los mayores cambios se
produjeron en los tres pacientes con los valores de % de DLco predicho méas bajos en el nivel basal (<40 %, en el
intervalo grave). La FIG. 2B también muestra la evaluacién de la enfermedad pulmonar infiltrativa con puntuaciones
medias para los componentes en el nivel basal, a los 6 meses, a los 18 meses y a los 30 meses. Los datos muestran
disminuciones progresivas en todos los parametros, particularmente en el aspecto de GG y RND, que se resolvieron
casi por completo.

Parametros lipidicos en ayunas

Los perfiles lipidicos en ayunas se muestran en las FIG. 4A-4D. A los 30 meses, los triglicéridos disminuyeron el
42,99 % (p=0,02), el colesterol total el 12,7 % (p=0,04), el LDL-C el 22,8 % (p=0,007) y el HDL-C aumenté el 137,6 %
(p=0,01). El nivel de colesterol no HDL (colesterol total menos HDL-C) fue >3,37 mmol/l (>130 mg/dl) en 4/5 pacientes
al inicio (media 3,91 mmol/l} y fue <3,37 mmol/l en todos los pacientes a los 30 meses (media 2,66 mmol/l).

Evaluacion de biomarcadores

Los niveles medios de lisoesfingomielina en la ECP fueron 5 veces superiores al limite superior de la normalidad (ULN
= 69 pug/l) al inicio del estudio y disminuyeron a niveles casi normales que se mantuvieron estables de 6 a 30 meses
(FIG. 1B).

Los niveles séricos de quitotriosidasa antes de la infusién disminuyeron de forma constante en el 72,3 %, de 735
nmol/h/ml en el nivel basal a 221 nmol/h/ml a los 30 meses (p=0,0007), acercandose al limite superior de la normalidad
del intervalo de quitotriosidasa (<181 nmol/h/ml) (FIG. 1C). Los datos no se ajustaron para tener en cuenta a dos
pacientes heterocigotos para una duplicacion comun de 24 pb que reduce la actividad de quitotriosidasa sérica.

Hematologia
La mayoria de los pacientes mantuvieron recuentos de plaquetas justo por debajo de la normalidad o dentro del

intervalo bajo de la normalidad. El paciente 1 tuvo valores (57-102x109/l) por debajo de la normalidad (150 x109/1)
durante todo el estudio. Los cambios medios en el recuento de plaquetas con respecto al valor basal (aumentos)
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fluctuaron con el tiempo [entre el 5,9 % (mes 27) y el 25,7 % (mes 9)], y fueron del 20,6 % a los 30 meses. Los niveles
de hemoglobina se mantuvieron similares a los niveles basales (los cambios medios respecto a los basales oscilaron
de -6,1 % en la semana 12 a 6,9 % en el mes 24} y estuvieron dentro de los niveles de la normalidad en todos los
pacientes (datos no mostrados).

Densidad dsea

En el nivel basal, las puntuaciones T medias de la columna vertebral se encontraban en el intervalo osteopénico (entre
-1,0 y -2,5) con -1,48+1,14, mientras que las puntuaciones Z indicaban una DMO normal (-1,36+1,26) dentro de la
desviacion estandar de -1 del corte de DMO baja (-2,0). Tanto la puntuaciéon T como la Z mejoraron a los 30 meses (-
0,94+1,03 y -0,78+1,11, respectivamente). El paciente 2 (mujer, 32 afios en el nivel basal) tenia una puntuacién T
espinal basal (-3,06) en el intervalo osteoporético que mejor6 a los 18 (-2,48) y 30 meses (-2,65) hasta valores en el
limite osteopenia/osteoporosis. Dos pacientes con puntuaciones T en el intervalo osteopénico en el nivel basal
(Paciente 1, varén de 31 afios en el nivel basal, -1,31 y Paciente 4, varén de 28 afios en el nivel basal, -2,14) tenian
puntuaciones en el intervalo de la normalidad a los 30 meses (-0,76 y -0,82, respectivamente). Los resultados de las
puntuaciones Z individuales a lo largo del tiempo fueron similares.

Las puntuaciones medias T y Z del fémur estaban en el intervalo de la normalidad en el nivel basal (-0,38+1,35y -
0,27+1,46, respectivamente) y a los 30 meses (-0,28+1,27 y -0,13%1,4, respectivamente). El Paciente 2 tenia una
puntuacién T de fémur basal en el intervalo osteopénico (-2,23) y una puntuaciéon Z que indicaba una DMO baja (-
2,18); ambas mejoraron ligeramente (-1,89 y -1,82, respectivamente) a los 30 meses.

Carga de médula osea

Las puntuaciones categéricas medias de CMO fueron similares en el nivel basal (6,212,5) y a los 30 meses (5,6£1,1).
El Paciente 2 tenia la puntuacién total mas alta de CMO de 10 en el nivel basal, que mejoré en 3 puntos (puntuacién
de 7) a los 18 y 30 meses. En las FIG. 3A y 3B se muestran imagenes ponderadas en T1 y T2 del fémur y la columna
vertebral del Paciente 2 en el nivel basal y después de 30 meses de tratamiento con olipudasa alfa. La hipointensidad
de la médula 6sea de la epifisis proximal observada en el nivel basal se redujo tras 30 meses de tratamiento. En la
columna vertebral, |a infiltracién difusa de la médula 6sea y la intensidad de sefial hiperintensa de la grasa presacra
observadas al inicio no cambiaron y mejoraron, respectivamente, después de 30 meses de tratamiento.

Resultados notificados por los pacientes

Las puntuaciones medias de fatiga BFItDE fueron 3,04+2,29 en el nivel basal y 2,44+3,44 a los 30 meses. Las
puntuaciones medias BPI=DE de intensidad del dolor fueron 3,45+2,77 en el nivel basal y 2,90+2,70 a los 30 meses,
y las puntuaciones medias BPI+DE de interferencia del dolor fueron 2,03+1,58 en el nivel basal y 3,29+3,51 a los 30
meses. La mayoria de las puntuaciones individuales de gravedad del dolor del BFI y el BPI se encontraban en las
categorias leve (0-3) o moderada (4-6) en todos los momentos de tiempo. La excepcién fue el paciente 5, cuyo dolor
segun IFS fue intenso (7-10) tanto en el nivel basal del estudio (6,8) como a los 30 meses (7). Las puntuaciones de
interferencia del dolor del IFS aumentaron en los Pacientes 2 (2 en el nivel basal, 8,1 a los 30 meses) y 3 (1,9 en el
nivel basal, 5,3 a los 30 meses). La fatiga notificada por el Paciente 2 fue moderada (5,8) en el nivel basal y grave
(8,3) a los 30 meses.

Este estudio demuestra que el tratamiento durante 30 meses con olipudasa alfa, el primer tratamiento especifico de
la etiologia en desarrollo para la ASMD, es bien tolerado y se asocia con mejoras sostenidas que transforman la vida
en medidas clinicas relevantes de la enfermedad. El perfil de seguridad a 30 meses fue similar al perfil del estudio de
fase 1b (Wasserstein et al., Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-97 (2015)). No se produjeron reacciones de
hipersensibilidad ni se detectaron anticuerpos antifarmaco. Hasta la fecha no se ha observado ningun sindrome de
liberacion de citocinas en ningln paciente expuesto a olipudasa alfa. Dado que las IAR no fueron reacciones
inmunolégicas, es probable que estén relacionadas con la liberacion de metabolitos de esfingomielina biolégicamente
activos, principalmente ceramida, que es un producto intermedio de la sefializacién en la liberacién de citocinas, la
inflamacioén y la apoptosis (Spiegel et al., Curr. Opin. Cell Biol. 8(2):159-167 (1996); Gulbins et al., J. Mol. Med.
82(6):357-363 (2004)). Durante los seis primeros meses de tratamiento, las dosis de olipudasa alfa provocaron
aumentos transitorios de los niveles de ceramida plasmatica que, en general, alcanzaron su maximo a las 48 horas
después de la infusion (Wasserstein et al. Mol. Genet. Metab. 116(1-2):88-97 (2015)). Los niveles de ceramida antes
y después de la infusién disminuyeron de forma constante con cada infusidon sucesiva de olipudasa alfa,
estabilizandose después de 3 meses de tratamiento y permaneciendo estables durante 30 meses.

Las mejoras clinicas se mantuvieron a lo largo de los 30 meses. Las mejoras estadisticamente significativas en los
volimenes del higado y el bazo (disminuciones porcentuales medias del volumen del higado del 31,2 % y del bazo
del 39,3 %) son comparables a las respuestas de otros trastornos por almacenamiento lisosémico a la TRE. En la
enfermedad de Gaucher, el objetivo terapéutico para el volumen del bazo es una disminucién del 30 % al 50 % durante
el primer afio de tratamiento, y para el volumen del higado una disminucion del 20 % al 30 % durante los 2 primeros
afios de tratamiento (Pastores et al., Semin Hematol 41 (Supple 5):4-14 (2004)).
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Los pacientes con ASMD visceral crénica o neurovisceral crénica muestran un empeoramiento de la enfermedad
pulmonar infiltrativa con la edad (Wasserstein et al., Pediatrics 114(6):e672-677 (2004)). A lo largo de 30 meses de
tratamiento se produjo un aumento del 35 % de la capacidad de difusién pulmonar con respecto al nivel basal, con
cambios notables en los 3 pacientes con la DLCO mas baja en el nivel basal del tratamiento. Se observaron mejoras
en las puntuaciones de la enfermedad pulmonar durante los primeros 6 meses de tratamiento (Wasserstein et al. Mol.
Genet. Metab. 116(1-2):88-97(2015)) continuaron durante los 2 afios posteriores de tratamiento, de forma que algunos
parametros (por ejemplo, el aspecto del GG y el RND) se habian normalizado.

Los perfiles lipidicos aterogénicos empeoran normalmente con la edad en pacientes con ASMD cronica (Wasserstein
et al., Pediatrics 114(6):e672-677(2004)}), y las anomalias lipidicas pueden estar asociadas con la enfermedad arterial
coronaria temprana (McGovern et al., J. Pediatr. 145(1):77-81(2004)). En el nivel basal, los pacientes presentaban un
riesgo de leve a moderado de enfermedad cardiovascular basada en sus perfiles lipidicos (Wasserstein et al. Mol.
Genet. Metab. 116(1-2): 88-97(2015)), y los perfiles mejoraron a lo largo de 30 meses de tratamiento. El nivel de
colesterol no HDL se considera un buen factor pronéstico del riesgo cardiovascular en muchas poblaciones de
pacientes, y un nivel deseable es < 3,37 mmol/l (< 130 mg/dl) (Jacobson et al., J. Clin. Lipidol. 9(2): 129-169 (2015)).
Todos los pacientes menos uno tuvieron niveles de no HDL por encima de 3,37 mmol/l antes de la TRE, y a los 30
meses los niveles de colesterol total y HDL mejoraron en todos los pacientes con no HDL por debajo del umbral de
3,37 mmol/l.

Las complicaciones esqueléticas también son caracteristicas destacadas de la ASMD crénica. Se observaron mejoras
en la DMO en algunos pacientes, particularmente en la columna vertebral, lo que demuestra que la olipudasa alfa tiene
un efecto beneficioso sobre la DMO en adultos con ASMD. En otros trastornos por almacenamiento de lipidos con
DMO baja, tal como la enfermedad de Gaucher, la TRE en combinacién con terapia antirresortiva puede mejorar la
osteopenia (Wenstrup et al., Blood 104(5):1253-1257 (2004)), aunque la respuesta de la enfermedad ésea a la TRE
sola es lenta en pacientes adultos (Wenstrup et al., J. Bone Miner. Res. 22(1):119-126 (2007)). Sin embargo, los
bifosfonatos pueden no ser apropiados en pacientes con ASMD debido a la inhibicién de la actividad de ASM (Arenz
Cell Physiol. Biochem. 26(1):1-8 (2010}). Ningun paciente del estudio recibia tratamiento con bifosfonatos. Los
resultados de este estudio indican una mejoria de la osteopenia con olipudasa alfa sola.

Otras medidas clinicas mostraron mejoras o estabilidad durante la TRE. Los recuentos de plaquetas y los niveles de
hemoglobina se mantuvieron estables. Se midieron niveles moderados de CMO en el nivel basal y después de 30
meses de tratamiento con olipudasa alfa, con mejoras observadas en algunos pacientes. Los pacientes tuvieron
niveles de dolor y fatiga de leves a moderados en el nivel basal, que se mantuvieron estables a los 30 meses en la
mayoria de ellos. El empeoramiento de los resultados notificados por el Paciente 3 no se asoci6 a AE. El paciente 2
notificé un empeoramiento de la fatiga y el dolor con AE caracterizados por sintomas parecidos a los de la gripe
después de un afio de TRE. Este paciente tiene lupus eritematoso atipico y no se sabe con certeza si esto contribuyd
a la fatiga y el dolor, los AE y las fluctuaciones de las citocinas inflamatorias. La disminucién de la olipudasa alfa a 1
mg/kg/semana en este paciente no ha tenido ningdn impacto en la incidencia de AE, fatiga o dolor. Con la dosis mas
baja de olipudasa alfa (12 meses de exposicién), el paciente sigue presentando beneficios clinicos, incluida la
reduccién de los volimenes del bazo y el higado, asi como la mejora del porcentaje de DLco predicho, la
compensacion sostenida de los parametros infiltrativos de la HRCT y la estabilizacién de los biomarcadores.

La quitotriosidasa, un biomarcador bien conocido para la monitorizacién terapéutica durante la TRE en la enfermedad
de Gaucher (Guo et al., J. Inherit. Metab. Dis. 18(6):717-722 (1995)), y un marcador de enfermedades inflamatorias
crénicas, disminuyé de forma constante durante el tratamiento con olipudasa alfa (Boot et al., Clin Chim Acta 411(1-
2):31-36 (2010)). La lisoesfingomielina, la forma desacilada de la esfingomielina, disminuyo en la DBS, lo que sugiere
su utilidad como biomarcador para monitorizar los resultados de la TRE, reflejados por disminuciones constantes a
medida que los pacientes se someten a reduccion de la esfingomielina, seguidas de estabilidad durante el tratamiento
a largo plazo. La lisoesfingomielina esta elevada aproximadamente 5 veces en DBS de pacientes con ASMD visceral
crénica (Chuang Mol. Genet. Metab. 111(2):209-211 (2014)).

Este estudio de extensién abierto de olipudasa alfa demuestra que el tratamiento con olipudasa alfa durante 30 meses
fue bien tolerado y clinicamente eficaz.
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REIVINDICACIONES

1. Una esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un método de tratamiento de una
afeccion 6sea anormal en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD), en donde:

(a) se administra al paciente una pluralidad de dosis de rhASM,

(b) se mide un indicador 6seo del paciente, y

(c) el indicador éseo del paciente se compara con el indicador 6seo basal del paciente antes de la pluralidad de dosis
de rhASM, en donde el indicador 6seo del paciente mejora o no empeora después de |a pluralidad de dosis de rhASM.

2. La rhASM para uso de la reivindicacion 1, en donde el indicador 6seo es:
ii} carga de médula 6sea (CMO), en el que la CMO disminuye o no aumenta tras la pluralidad de dosis de rhASM,

iii) maduracion 6sea, en donde la maduracién ésea mejora después de la pluralidad de dosis de rhASM, o
iv} crecimiento lineal, en donde el crecimiento lineal mejora después de la pluralidad de dosis de rhASM.

i} densidad mineral 6sea (DMQ), en donde la DMO mejora 0 no empeora tras la pluralidad de dosis de rhASM,
ii
i

(
(
(
(

3. La rhASM para uso de la reivindicacion 1 o 2, en donde la afeccion 6sea anormal es osteopenia u osteoporosis.

4. Una esfingomielinasa &cida humana recombinante (rhASM) para su uso en un método para disminuir la carga de
médula 6sea (CMO) en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida que lo necesite, en donde:

(a) se determina la CMO del paciente, y
(b) se administra al paciente una pluralidad de dosis de rhASM, disminuyendo asi la CMO del paciente.

5. Una esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un método para mejorar la densidad
mineral 6sea (DMQ) en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida que lo necesite, en donde:

(a) se determina la DMO del paciente, y
(b) se administra al paciente una pluralidad de dosis de rhASM, mejorando asi la DMO del paciente.

6. Una esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un método para disminuir la carga de la
médula ésea (CMO) o mejorar la densidad mineral 6sea (DMQO) en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa
acida que no recibe terapia con bifosfonatos, en donde se administra al paciente una pluralidad de dosis de rhASM,
disminuyendo asi la CMO o mejorando la DMO del paciente.

7. Una esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un método de mejora de la maduracion
Osea en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD) que necesita mejorar la maduracion 6sea, en
donde se administra al paciente una pluralidad de dosis de rhASM, mejorando asi la maduracion 6sea del paciente.

8. Una esfingomielinasa acida humana recombinante (rhASM) para su uso en un método de tratamiento de la
osteopenia o la osteoporosis en un paciente con deficiencia de esfingomielinasa acida (ASMD) que lo necesite, en
donde una pluralidad de dosis de la rhASM se administra al paciente, tratando asi la osteopenia u osteoporosis en el
paciente.

9. LarhASM para uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la pluralidad de dosis se administra
al paciente durante un periodo de seis a treinta meses.

10. La rhASM para uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el paciente tiene la enfermedad
de Niemann-Pick tipo A, la enfermedad de Niemann-Pick tipo B, o la enfermedad de Niemann-Pick tipo A/B; y/o es un
paciente adulto o pediatrico.

11. La rhASM para uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde

(i} las dos 0 mas primeras dosis son dosis escalonadas y se administran en una cantidad sucesivamente creciente,
(i) las dosis posteriores a las dosis escalonadas son dosis de mantenimiento y se administran en la misma cantidad
que o menos que la Ultima dosis escalonada,

(iii) la primera dosis es de la cantidad de 0,1 mg/kg y el paciente es un paciente pediatrico,

(iv) la primera dosis es de la cantidad de 0,1 mg/kg y el paciente es un paciente adulto,

(v) la dosis de mantenimiento mas alta es de la cantidad de 0,3 mg/kg a 3 mg/kg,

(vi} la dosis de mantenimiento mas alta es de la cantidad de 1 mg/kg,

(vii) la dosis de mantenimiento mas alta es de la cantidad de 2 mg/kg,
(viii
(
(

=

viii) la dosis de mantenimiento mas alta es de la cantidad de 3 mg/kg,
la dosis de mantenimiento mas alta es la dosis mas alta tolerada por el paciente, y/o

IX

L =

X} las dosis escalonadas se administran en el orden de 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,6 mg/kg,
1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg y 3,0 mg/kg.
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12. La rhASM para uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la pluralidad de dosis se
administra en un intervalo de cada 2 semanas.

13. La rhASM para uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la pluralidad de dosis se
administra mediante inyeccion intravenosa.

14. La rhASM para el uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la rhASM es olipudasa alfa.
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