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ES 2993 833 T3

DESCRIPCION

Migalastat para su uso en métodos de tratamiento de la enfermedad de Fabry en pacientes que tienen una mutacién
en el gen GLA

CAMPO TECNICO

Principios y realizaciones de la presente invencion se refieren. en general, a migalastat o una sal del mismo para uso
en el tratamiento de la enfermedad de Fabry en pacientes con mutaciones en el gen de la a-galactosidasa (GLA) como
se define en las reivindicaciones adjuntas.

ANTECEDENTES

Muchas enfermedades humanas son consecuencia de mutaciones que provocan cambios en la secuencia de
aminoacidos de una proteina, lo que reduce su estabilidad y puede impedir que se pliegue correctamente. Las
proteinas generalmente se pliegan en una region especifica de la célula conocida como reticulo endoplasmatico o ER
(por sus siglas en inglés). La célula tiene mecanismos de control de calidad que garantizan que las proteinas se
plieguen en su forma tridimensional correcta antes de que puedan pasar del ER al destino apropiado en la célula, un
proceso que generalmente se conoce como trafico de proteinas. Las proteinas mal plegadas se eliminan a menudo
mediante los mecanismos de control de calidad después de haber sido retenidas inicialmente en el ER. En
determinados casos, las proteinas mal plegadas pueden acumularse en el ER antes de ser eliminadas. La retencién
de proteinas mal plegadas en el ER interrumpe su correcto trafico, y la actividad biolégica reducida resultante puede
conducir a una funcién celular deteriorada y, en ultima instancia, a la enfermedad. Ademas, la acumulaciéon de
proteinas mal plegadas en el ER puede conducir a diversos tipos de estrés en las células, lo que también puede
contribuir a la disfuncién celular y a la enfermedad.

Mutaciones de este tipo pueden dar lugar a trastornos de almacenamiento lisosomal (LSD, por sus siglas en inglés),
que se caracterizan por deficiencias de enzimas lisosomales debido a mutaciones en los genes que codifican las
enzimas lisosomales. La enfermedad resultante provoca la acumulacion patolégica de sustratos de esas enzimas, que
incluyen lipidos, hidratos de carbono y polisacaridos. Aunque hay muchos genotipos mutantes diferentes asociados
con cada LSD, muchas de las mutaciones son mutaciones sin sentido que pueden conducir a la produccién de una
enzima menos estable. Estas enzimas menos estables a veces se degradan prematuramente por la via de
degradacion asociada al ER. Esto da lugar a la deficiencia de enzima en el lisosoma y a la acumulacion patologica de
sustrato. En la técnica pertinente, a estas enzimas mutantes a veces se las denomina "mutantes de plegamiento” o
"mutantes conformacionales".

La enfermedad de Fabry es un LSD provocado por una mutacién en el gen GLA, que codifica la enzima a-galactosidasa
A (a-Gal A). La a-Gal A es necesaria para el metabolismo de los glicoesfingolipidos. La mutaciéon provoca que el
sustrato globotriaosilceramida (GL-3) se acumule en diversos tejidos y 6rganos. Los varones con enfermedad de Fabry
son hemicigotos porque los genes de la enfermedad estan codificados en el cromosoma X. Se estima que la
enfermedad de Fabry afecta a 1 de cada 40.000 y 60.000 varones, y se presenta con menos frecuencia en mujeres.

Existen varios enfoques para el tratamiento de la enfermedad de Fabry. Una terapia aprobada para tratar la
enfermedad de Fabry es la terapia de reemplazo enzimatico (ERT, por sus siglas en inglés), que tipicamente implica
la infusién intravenosa de una forma purificada de la proteina de tipo salvaje correspondiente. Actualmente hay dos
productos a-Gal A disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Fabry: agalsidasa alfa (Replagal®, Shire Human
Genetic Therapies) y agalsidasa beta (Fabrazyme®; Sanofi Genzyme Corporation). Sin embargo, la ERT tiene varios
inconvenientes. Una de las principales complicaciones con la ERT es la rapida degradacién de la proteina infundida,
lo que conduce a la necesidad de numerosas infusiones costosas de dosis altas. La ERT tiene varias advertencias
adicionales, tales como dificultades con la generacion, purificacién y almacenamiento a gran escala de proteina
correctamente plegada; obtencién de proteina nativa glicosilada; generacion de una respuesta inmune anti-proteina;
e incapacidad de la proteina de cruzar la barrera hematoencefalica para mitigar las patologias del sistema nervioso
central (es decir, baja biodisponibilidad). Ademas, la enzima de reemplazo no puede penetrar en el corazén o el rifién
en cantidades suficientes para reducir la acumulacién de sustrato en los podocitos renales o los miocitos cardiacos,
que ocupan un lugar destacado en la patologia de Fabry.

Otro enfoque para tratar algunas deficiencias enzimaticas implica el uso de inhibidores de moléculas pequefias para
reducir la produccion del sustrato natural de las proteinas enzimaticas deficientes, mejorando con ello la patologia.
Este enfoque de "reduccion del sustrato” se ha descrito especificamente para una clase de aproximadamente 40 LSD
que incluyen trastornos de almacenamiento de glicoesfingolipidos. Los inhibidores de moléculas pequefias propuestos
para su uso como terapia son especificos para inhibir las enzimas implicadas en la sintesis de glicolipidos, reduciendo
la cantidad de glicolipido celular que necesita ser degradado por la enzima deficiente.

Un tercer enfoque para tratar la enfermedad de Fabry ha sido el tratamiento con lo que se denomina chaperonas
farmacolégicas (PC, por sus siglas en inglés). PC de este tipo incluyen inhibidores de moléculas pequefias de a-Gal
A, que pueden unirse a la a-Gal A para aumentar la estabilidad tanto de la enzima mutante como del tipo salvaje
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correspondiente. Sin embargo, los pacientes que reciben terapia con PC deberian tener una mutacién o variante
susceptible que dé como resultado la produccién de una enzima que tenga el potencial de estabilizarse y plegarse en
una conformacién que permita su trafico fuera del ER. La informacién de prescripcién para Galafold se describe en la
URL: https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label!l 2018/208623Ibl.pdf. Ademas, Benjamin et al. describen
la validacion de la farmacogenética para la identificacién de pacientes con Fabry que seran tratados con migalastat
(Genet Med 19(4): 430-438, 2017).

No obstante, incluso cuando la enfermedad de Fabry se diagnostica detectando una actividad deficiente de a-Gal A
en el plasma o en los leucocitos periféricos (WBC, por sus siglas en inglés), es muy dificil, si no imposible, predecir si
un paciente de Fabry en particular respondera al tratamiento con una PC. Por lo tanto, sigue siendo necesario
identificar nuevas mutaciones o variantes de GLA que respondan a una PC y poner a disposiciéon nuevos métodos de
tratamiento para los pacientes de Fabry con estas mutaciones o variantes.

SUMARIO

La invencién pertenece a migalastat o una sal del mismo para su uso en un método para el tratamiento de la
enfermedad de Fabry en un paciente humano que lo necesita, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas. El
método comprende administrar al paciente una dosis terapéuticamente eficaz de migalastat o una sal del mismo, en
donde el paciente tiene una mutacion sin sentido de la secuencia de acido nucleico que codifica a-Gal A. La mutacién
es Y88S o R392T. En diversas realizaciones, estas mutaciones se refieren a SEQ ID NO: 2. En una o0 mas
realizaciones, la mutacion es Y88S relativa a SEQ ID NO: 2. En una o mas realizaciones, la mutacién es R392T relativa
a SEQ ID NO: 2. En una o mas realizaciones, la dosis de migalastat o una sal del mismo es de aproximadamente 100
mg a aproximadamente 150 mg de equivalente de base libre (FBE, por sus siglas en inglés). En algunas realizaciones,
la sal de migalastat es hidrocloruro de migalastat. En una o mas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 150
mg cada dos dias de hidrocloruro de migalastat o una dosis equivalente de migalastat o una sal del mismo distinta de
la sal de hidrocloruro. En algunas realizaciones, el migalastat o la sal del mismo se administran por via oral o por
inyeccion. Estas realizaciones se pueden combinar entre si 0 con otras realizaciones de la invencion.

A continuacién se enumeran diversas realizaciones. Se entendera que las realizaciones enumeradas a continuacién
pueden combinarse no solo como se enumera a continuacién, sino también en otras combinaciones adecuadas de
acuerdo con el alcance de la invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las FIGS. 1A-E muestran la secuencia de ADN completa del gen GLA de tipo salvaje humano (SEQ ID NO:
1

la FIG. 2 muestra la proteina a-Gal A de tipo salvaje (SEQ ID NO: 2); y

la FIG. 3 muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina a-Gal A de tipo salvaje (SEQ ID NO:

3).

DESCRIPCION DETALLADA

Antes de describir varias realizaciones ejemplares de la invencién, se debe entender que la invencién no se limita a
los detalles de construccién o etapas de procedimiento recogidos en la siguiente descripcion. La invencién es
susceptible de otras realizaciones y de ser puesta en practica o llevada a cabo de diversas maneras.

Diversos aspectos de la invencién pertenecen a la identificacién de nuevas mutaciones de GLA en pacientes con
Fabry que responderan al tratamiento con chaperonas farmacolégicas. Otros aspectos de la invencién pertenecen
también al tratamiento de estos pacientes con Fabry. Por ejemplo, se ha descubierto, inesperadamente, que la baja
actividad de a-Gal A resultante de las mutaciones sin sentido D33H, G35A, Y88S, T194A, W204G, Y216S, Q250K,
R392T, N53K, Q57R, S62delinsLA, M96V, R112L, D155E, N228D, Q330P, V339A, K391E, N408Y, V22G, N34H,
G80V, Q107R, Y152D, A156S, L189F, W204L, S238G, 1239M, A257V, P259Q, N320H, P323T, E338V, P380L o
T412P en a-Gal A se puede aumentar cuando se expone a chaperonas farmacolégicas. Por extension, los pacientes
con estas mutaciones responderan al tratamiento con chaperonas farmacolégicas.

Definiciones

Los términos y las expresiones utilizados en esta memoria descriptiva tienen generalmente sus significados habituales
en la técnica, dentro del contexto de esta invencion y en el contexto especifico en el que se utiliza cada uno de los
términos y expresiones. A continuacion o en otras partes de la memoria descriptiva se comentan determinados
términos y expresiones para proporcionar una orientaciéon adicional al profesional en la descripcién de las
composiciones y los métodos de la invencién y como prepararlos y utilizarlos.

La expresion "enfermedad de Fabry" se refiere a un error congénito ligado al cromosoma X del catabolismo de los
glicoesfingolipidos debido a una actividad deficiente de la a-Gal A lisosomal. Este defecto provoca la acumulacién del
sustrato globotriaosilceramida ("GL-3", también conocida como Gbs o ceramida trihexésido) y glicoesfingolipidos
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relacionados en los lisosomas endoteliales vasculares del corazén, los rifiones, la piel y otros tejidos. Otro sustrato de
la enzima es la globotriaosilesfingosina plasmatica ("liso-Gbs plasmatica").

Una "portadora” es una mujer que tiene un cromosoma X con un gen a-Gal A defectuoso y un cromosoma X con el
gen normal y en quien la inactivacion del alelo normal del cromosoma X esta presente en uno o mas tipos de células.
A menudo, a una portadora se le diagnostica la enfermedad de Fabry.

Un "paciente” se refiere a un sujeto al que se le ha diagnosticado 0 se sospecha que padece una enfermedad en
particular. El paciente puede ser un ser humano o un animal.

Un "paciente de Fabry" se refiere a una persona a la que se le ha diagnhosticado o se sospecha que padece la
enfermedad de Fabry y que tiene una a-Gal A mutada, como se define mas adelante. Marcadores caracteristicos de
la enfermedad de Fabry pueden presentarse en hombres hemicigotos y mujeres portadoras con la misma prevalencia,
aunque las mujeres se ven tipicamente menos seriamente afectadas.

La a-galactosidasa A humana (a-Gal A) se refiere a una enzima codificada por el gen GLA humano. La secuencia de
ADN completa de a-Gal A, incluyendo los intrones y exones, esta disponible en GenBank con ndmero de acceso
X14448.1 y se muestra en las FIGS. 1A-E (SEQ ID NO: 1). La enzima a-Gal A humana consiste en 429 aminoacidos
y esta disponible en GenBank con nimeros de acceso X14448.1 y U78027 y se muestra en la FIG. 2 (SEQ ID NO: 2).
La secuencia de acido nucleico que solo incluye las regiones codificantes (es decir, los exones) de SEQ ID NO: 1 se
muestra en la FIG. 3 (SEQ ID NO: 3).

La expresién "proteina mutante” incluye una proteina que tiene una mutacién en el gen que codifica la proteina, lo que
da como resultado la incapacidad de la proteina de lograr una conformacién estable en las condiciones normalmente
presentes en el ER. La incapacidad de lograr una conformacion estable da como resultado que una cantidad sustancial
de la enzima se degrade, en lugar de ser transportada al lisosoma. A veces, una mutacion de este tipo se denomina
"mutante conformacional”. Mutaciones de este tipo incluyen, pero no se limitan a mutaciones sin sentido y pequefias
deleciones e inserciones dentro del marco de lectura. Tal como se utiliza en esta memoria, las deleciones se indican
con la abreviatura "del" y las inserciones con la abreviatura "ins". Por lo tanto, el cambio de nucleétido
"c.184_185insTAG" se refiere a una insercion de la secuencia de nucleétidos TAG entre los nucleétidos 184y 185 y
el cambio de secuencia de proteina "S62delinsLA" se refiere a una deleciéon del aminoacido S (serina) en la posicion
62 y una insercion de la secuencia de aminoacidos LA (leucina y alanina).

Tal como se utiliza en esta memoria en una realizacion, el término "a-Gal A mutante” incluye una a-Gal A que tiene
una mutacion en el gen que codifica la a-Gal A, lo que da como resultado la incapacidad de la enzima de lograr una
conformacion estable en las condiciones normalmente presentes en el ER. La incapacidad de lograr una conformacion
estable da como resultado que una cantidad sustancial de la enzima se degrade, en lugar de ser transportada al
lisosoma.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "chaperona farmacolégica especifica" ("SPC", por sus siglas en
inglés) o "chaperona farmacolégica" ("PC") se refiere a cualquier molécula, incluida una molécula pequefia, proteina,
péptido, acido nucleico, hidrato de carbono, etc., que se une especificamente a una proteina y tiene uno o mas de los
siguientes efectos: (i) potencia la formacién de una conformacién molecular estable de la proteina; (i} induce el trafico
de la proteina desde el ER a otra ubicacion celular, preferiblemente una ubicacién celular nativa, es decir, evita la
degradacion asociada al ER de la proteina; (iii} evita la agregacién de proteinas mal plegadas; y/o (iv) restaura o
potencia al menos parcialmente la funcién y/o actividad de tipo salvaje de la proteina. Un compuesto que se une
especificamente a, p. ej., a-Gal A, significa que se une a la enzima y ejerce un efecto de chaperona sobre ella y no
sobre un grupo genérico de enzimas relacionadas o no relacionadas. Mas especificamente, esta expresion no se
refiere a chaperonas endégenas tales como BiP, ni a agentes no especificos que han demostrado una actividad de
chaperona no especifica contra diversas proteinas, tales como glicerol, DMSO o agua deuterada, es decir, chaperonas
quimicas. En una o mas realizaciones de la presente invencion, la PC puede ser un inhibidor competitivo reversible.
En la presente invencion, la PC es migalastat o una sal del mismo. En una realizacién, la PC es la base libre de
migalastat (p. ej., 123 mg de base libre de migalastat). En otra realizacién, la PC es una sal de migalastat (p. €j., 150
mg de HCI de migalastat).

Un "inhibidor competitivo" de una enzima puede referirse a un compuesto que se asemeja estructuralmente a la
estructura quimica y la geometria molecular del sustrato enzimatico para unirse a la enzima en aproximadamente la
misma ubicacion que el sustrato. Por lo tanto, el inhibidor compite por el mismo sitio activo que la molécula de sustrato,
aumentando asi el Km. La inhibicion competitiva es habitualmente reversible si estan disponibles suficientes moléculas
de sustrato para desplazar al inhibidor, es decir, los inhibidores competitivos pueden unirse de forma reversible. Por
lo tanto, la cantidad de inhibicién enzimatica depende de la concentracién del inhibidor, la concentraciéon del sustrato
y las afinidades relativas del inhibidor y el sustrato por el sitio activo.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "se une especificamente" se refiere a la interaccion de una
chaperona farmacolégica con una proteina tal como a-Gal A, especificamente, una interaccién con residuos de
aminoacidos de la proteina que participan directamente en el contacto con la chaperona farmacolégica. Una chaperona
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farmacolégica se une especificamente a una proteina diana, por ejemplo, a-Gal A, para ejercer un efecto de chaperona
sobre la proteina y no sobre un grupo genérico de proteinas relacionadas o no relacionadas. Los residuos de
aminoécidos de una proteina que interactlian con cualquier chaperona farmacolégica dada pueden estar o no dentro
del "sitio activo” de la proteina. La unién especifica se puede evaluar a través de ensayos de unién rutinarios o a través
de estudios estructurales, p. ej., co-cristalizacion, RMN y similares. El sitio activo para a-Gal A es el sitio de unién del
sustrato.

"Actividad deficiente de a-Gal A" se refiere a una actividad de a-Gal A en células de un paciente que esta por debajo
del intervalo normal en comparacion (utilizando los mismos métodos) con la actividad en individuos normales que no
tienen o no se sospecha que tienen Fabry o cualquier otra enfermedad (especialmente una enfermedad de la sangre).

Tal como se utiliza en esta memoria, las expresiones "potenciar la actividad de a-Gal A" o "aumentar la actividad de
a-Gal A" se refieren a aumentar la cantidad de a-Gal A que adopta una conformacién estable en una célula en contacto
con una chaperona farmacolégica especifica para la a-Gal A, en relacién con la cantidad en una célula (preferiblemente
del mismo tipo celular o la misma célula, p. ej., en un momento anterior) que no ha entrado en contacto con la
chaperona farmacolégica especifica para la a-Gal A. Esta expresién también se refiere a aumentar el trafico de a-Gal
A al lisosoma en una célula en contacto con una chaperona farmacolégica especifica para la a-Gal A, en relacién con
el trafico de a-Gal A que no ha entrado en contacto con la chaperona farmacolégica especifica para la proteina. Estos
términos se refieren tanto a la a-Gal A de tipo salvaje como a la mutante. En una realizacién, el aumento en la cantidad
de a-Gal A en la célula se mide midiendo Ia hidrélisis de un sustrato artificial en lisados de células que han sido tratadas
con la PC. Un aumento en la hidrélisis es indicativo de una mayor actividad de a-Gal A.

La expresién "actividad de a-Gal A" se refiere a la funcién fisioldgica normal de una a-Gal A de tipo salvaje en una
célula. Por ejemplo, la actividad de a-Gal A incluye la hidrélisis de GL-3.

Un "respondedor" es un individuo al quien se ha diagnosticado o0 es sospechoso de tener un trastorno de
almacenamiento lisosomal tal como, por ejemplo, la enfermedad de Fabry, cuyas células muestran una actividad de
a-Gal A suficientemente aumentada, respectivamente, y/o una mejora de los sintomas o un potenciamiento en los
marcadores sustitutos, en respuesta al contacto con una PC. Ejemplos no limitativos de mejoras en los
potenciamientos sustitutos para Fabry son los liso-GB y los descritos en la Publicaciéon de Solicitud de Patente de
EE.UU. N® US 2010-0113517.

Ejemplos no limitantes de mejoras en los marcadores sustitutos para la enfermedad de Fabry descritos en el
documento US 2010/0113517 incluyen aumentos en los niveles o la actividad de a-Gal A en células (p. gj., fibroblastos)
y tejido; reducciones en la acumulacion de GL-3; concentraciones plasmaticas reducidas de homocisteina y molécula
de adhesién celular vascular-1 (VCAM-1); acumulacién reducida de GL-3 dentro de las células miocardicas y fibrocitos
valvulares; reduccion de liso-Gbs plasmaticos; reduccion de la hipertrofia cardiaca (especialmente del ventriculo
izquierdo), mejora de la insuficiencia valvular y arritmias; mejora de la proteinuria; concentraciones urinarias reducidas
de lipidos tales como CTH, lactosilceramida, ceramida y concentraciones urinarias aumentadas de glucosilceramida
y esfingomielina; la ausencia de cuerpos de inclusion laminados (cuerpos cebra) en células epiteliales glomerulares;
mejoras en la funcién renal; mitigacion de la hipohidrosis; la ausencia de angioqueratomas; y mejoras en las anomalias
auditivas tales como la pérdida auditiva neurosensorial de alta frecuencia, pérdida auditiva progresiva, sordera subita
o tinnitus. Las mejoras en los sintomas neurologicos incluyen la prevencién del ataque isquémico transitorio (TIA, por
sus siglas en inglés) o accidente cerebrovascular; y la mejora del dolor neuropético que se manifiesta como
acroparestesia (ardor u hormigueo en las extremidades). Otro tipo de marcador clinico que se puede evaluar para la
enfermedad de Fabry es la prevalencia de manifestaciones cardiovasculares deletéreas. Los signos y sintomas
comunes relacionados con el corazén de la enfermedad de Fabry incluyen hipertrofia ventricular izquierda, enfermedad
valvular (especialmente prolapso y/o regurgitacion de la valvula mitral), enfermedad coronaria prematura, angina,
infarto de miocardio, anomalias de la conduccién, arritmias, insuficiencia cardiaca congestiva.

La dosis que logra una o mas de las respuestas mencionadas anteriormente es una "dosis terapéuticamente eficaz".

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que son
fisiolégicamente tolerables y que tipicamente no producen reacciones adversas cuando se administran a un ser
humano. En algunas realizaciones, como se utiliza en esta memoria, la expresién "farmacéuticamente aceptable”
significa aprobado por una agencia reguladora del Gobierno Federal o Estatal de EE.UU. o incluido en la Farmacopea
de EE.UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales y, mas particularmente, en seres
humanos. El término "portador" en referencia a un portador farmacéutico se refiere a un diluyente, adyuvante,
excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto. Portadores farmacéuticos de este tipo pueden ser liquidos
estériles tales como agua y aceites. Se emplean preferiblemente soluciones acuosas o soluciones salinas acuosas y
soluciones acuosas de dextrosa y glicerol como portadores, particularmente para soluciones inyectables. Portadores
farmacéuticos adecuados se describen en "Remington's Pharmaceutical Sciences" de E.W. Martin, 182 edicién, u otras
ediciones.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "aislado" significa que el material al que se hace referencia se elimina
del entorno en el que se encuentra normalmente. Por tanto, un material biolégico aislado puede estar libre de
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componentes celulares, es decir, componentes de las células en las que se encuentra o se produce el material. En el
caso de moléculas de acido nucleico, un &cido nucleico aislado incluye un producto de PCR, una banda de ARNm en
un gel, un ADNc o un fragmento de restriccion. En otra realizacion, un &cido nucleico aislado se escinde
preferiblemente del cromosoma en el que se puede encontrar, y mas preferiblemente ya no esta unido a regiones no
reguladoras, no codificantes, o a otros genes, ubicados aguas arriba o aguas abajo del gen contenido por la molécula
de acido nucleico aislada cuando se encuentra en el cromosoma. En alin otra realizacion, el acido nucleico aislado
carece de uno o mas intrones. Acidos nucleicos aislados incluyen secuencias insertadas en plasmidos, césmidos,
cromosomas artificiales y similares. Por tanto, en una realizacién especifica, un acido nucleico recombinante es un
acido nucleico aislado. Una proteina aislada puede estar asociada con otras proteinas o acidos nucleicos, o ambos,
con los que se asocia en la célula, o con membranas celulares si es una proteina asociada a la membrana. Un
organulo, célula o tejido aislado se elimina del sitio anatémico en el que se encuentra en un organismo. Un material
aislado puede purificarse, pero no es necesario.

El término "aproximadamente” significara generalmente un grado aceptable de error para la cantidad medida dada la
naturaleza o precision de las mediciones. Grados de error tipicos y ejemplares estan dentro del 20 por ciento (%),
preferiblemente dentro del 10 %, y mas preferiblemente dentro del 5 % de un valor o intervalo de valores dado.
Alternativamente, y particularmente en sistemas bioldgicos, el término "aproximadamente" puede significar valores
que estan dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 10 o 5 veces, y mas preferiblemente dentro de
2 veces de un valor dado. Las cantidades numéricas dadas en esta memoria son aproximadas, a menos que se indique
lo contrario, lo que significa que el término "aproximadamente" se puede inferir cuando no se indica expresamente.

La expresién "terapia de reemplazo enzimatico" o "ERT" se refiere a la introduccién de una enzima no nativa y
purificada en un individuo que tiene una deficiencia de una enzima de este tipo. La proteina administrada puede
obtenerse de fuentes naturales o por expresion recombinante (como se describe con mayor detalle mas adelante). La
expresion también se refiere a la introduccién de una enzima purificada en un individuo que de otro modo requiere o
se beneficia de la administraciéon de una enzima purificada, p. €j., que padece insuficiencia enzimatica. La enzima
introducida puede ser una enzima recombinante purificada producida in vitro, 0 una proteina purificada a partir de
tejido o fluido aislado tal como, p. €j., placenta o leche animal, o de plantas.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "equivalente de base libre" o "FBE" se refiere a la cantidad de
migalastat presente en el migalastat o en una sal del mismo. En otras palabras, el término "FBE" significa una cantidad
de base libre de migalastat o la cantidad equivalente de base libre de migalastat que proporciona una sal de migalastat.
Por ejemplo, debido al peso de la sal de hidrocloruro, 150 mg de hidrocloruro de migalastat solo proporcionan tanto
migalastat como 123 mg de |la forma de base libre de migalastat. Se espera que otras sales tengan diferentes factores
de conversion, dependiendo del peso molecular de la sal.

El término "migalastat" abarca la base libre de migalastat o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (p. €j.,
migalastat HCI), a menos que se indique especificamente lo contrario.

Los términos "mutacion” y "variante" (p. ej., como en "mutacion o variante susceptible") se refieren a un cambio en la
secuencia de nucleétidos de un gen o un cromosoma. Los dos términos a los que se hace referencia en esta memoria
se utilizan tipicamente juntos — p. €j., como en "mutacién o variante" -, haciendo referencia al cambio en la secuencia
de nucleétidos indicado en la frase anterior. Si por alguna razén solo se menciona uno de los dos términos, se
pretendia incluir el término que faltaba y se debe entender como tal. Ademas, las expresiones "mutacién susceptible”
y "variante susceptible" se refieren a una mutacién o variante susceptible a la terapia con PC, p. ej., una mutacion
susceptible a la terapia con migalastat. Un tipo particular de mutacién o variante susceptible es una "mutacién o
variante susceptible al ensayo HEK", que es una mutacién o variante que se determina que es susceptible a la terapia
con migalastat segun los criterios del ensayo HEK in vitro descrito en esta memoria.

Enfermedad de Fabry

La enfermedad de Fabry es un trastorno de almacenamiento lisosomal raro, progresivo y devastador ligado al
cromosoma X. Las mutaciones en el gen GLA dan lugar a una deficiencia de la enzima lisosomal a-Gal A, necesaria
para el metabolismo de los glicoesfingolipidos. La reduccién de la actividad de a-Gal A, que comienza en las primeras
etapas de la vida, da lugar a una acumulacién de glicoesfingolipidos, incluyendo GL-3 y liso-Gb plasméaticos, y conduce
a los sintomas y las secuelas que limitan la vida de la enfermedad de Fabry, incluyendo dolor, sintomas
gastrointestinales, insuficiencia renal, miocardiopatia, eventos cerebrovasculares y mortalidad temprana. El inicio
temprano de la terapia y el tratamiento de por vida proporcionan una oportunidad de retrasar la progresién de la
enfermedad y prolongar la esperanza de vida.

La enfermedad de Fabry abarca un espectro de gravedad de la enfermedad y edad de aparicién, aunque
tradicionalmente se ha dividido en 2 fenotipos principales, "clasico" y "de aparicion tardia”. El fenotipo clasico se ha
atribuido principalmente a varones con actividad de a-Gal A indetectable o baja y aparicién mas temprana de
manifestaciones renales, cardiacas y/o cerebrovasculares. El fenotipo de aparicion tardia se ha atribuido
principalmente a varones con mayor actividad residual de a-Gal A y apariciéon mas tardia de estas manifestaciones de
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la enfermedad. Las mujeres portadoras heterocigotas expresan tipicamente el fenotipo de aparicion tardia, pero
dependiendo del patrén de inactivacién del cromosoma X también pueden mostrar el fenotipo clasico.

Se han identificado mas de 1000 mutaciones de GLA que provocan la enfermedad de Fabry. Aproximadamente el
60 % son mutaciones sin sentido, que resultan en sustituciones de un solo aminoéacido en la enzima a-Gal A. Las
mutaciones sin sentido de GLA resultan a menudo en la produccion de formas anormalmente plegadas e inestables
de a-Gal A y la mayoria estan asociadas al fenotipo clasico. Los mecanismos normales de control de calidad celular
en el reticulo endoplasmatico bloquean el transito de estas proteinas anormales a los lisosomas y las dirigen hacia
una degradacién y eliminacién prematuras. Muchas formas mutantes sin sentido son dianas del migalastat, una
chaperona farmacolégica especifica para a-Gal A.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Fabry abarcan un amplio espectro de gravedad y se correlacionan
aproximadamente con los niveles residuales de a-GAL del paciente. La mayoria de los pacientes tratados actualmente
se denominan pacientes con enfermedad de Fabry clasica, la mayoria de los cuales son varones. Estos pacientes
padecen enfermedades de diversos érganos, incluyendo los rifiones, el corazén y el cerebro, con sintomas de la
enfermedad que aparecen por primera vez en la adolescencia y que progresan tipicamente en gravedad hasta la
muerte en la cuarta o quinta década de la vida. Un cierto nimero de estudios recientes sugieren que hay un gran
nimero de varones y mujeres no diagnosticados que presentan una variedad de sintomas de la enfermedad de Fabry,
tales como deterioro de la funcion cardiaca o renal y apoplejias, que habitualmente aparecen por primera vez en la
edad adulta. Las personas con este tipo de enfermedad de Fabry, denominada enfermedad de Fabry de inicio tardio,
tienden a tener niveles residuales de a-GAL mas altos que los pacientes con enfermedad de Fabry clésica. Las
personas con enfermedad de Fabry de inicio tardio experimentan tipicamente los primeros sintomas de la enfermedad
en la edad adulta y, a menudo, tienen sintomas de la enfermedad centrados en un solo 6rgano tal como agrandamiento
del ventriculo izquierdo o insuficiencia renal progresiva. Ademas, la enfermedad de Fabry de aparicion tardia también
puede presentarse en forma de apoplejias de causa desconocida.

Los pacientes con Fabry presentan deterioro renal progresivo y los pacientes no tratados presentan deterioro renal
terminal hacia la quinta década de vida. La deficiencia en la actividad de a-Gal A conduce a la acumulacién de GL-3
y glicoesfingolipidos relacionados en muchos tipos de células, incluyendo las células del rifién. GL-3 se acumula en
los podocitos, las células epiteliales y las células tubulares del tubulo distal y el asa de Henle. El deterioro de la funcién
renal puede manifestarse como proteinuria y reduccion de la tasa de filtracion glomerular.

Debido a que la enfermedad de Fabry es rara, afecta a multiples 6rganos, tiene un amplio rango de edad de aparicién
y es heterogénea, el diagnodstico correcto es un desafio. Los profesionales de la salud no son muy conscientes de esta
enfermedad y los diagnoésticos erréneos son frecuentes. El diagnostico de la enfermedad de Fabry se confirma con
mayor frecuencia sobre la base de una actividad reducida de a-Gal A en el plasma o en los leucocitos periféricos
(WBC) una vez que el paciente presenta sintomas, junto con un analisis mutacional. En las mujeres, el diagnéstico es
incluso mas dificil, ya que la identificacién enzimatica de las mujeres portadoras es menos fiable debido a la
inactivacion aleatoria del cromosoma X en algunas células de las portadoras. Por ejemplo, algunas portadoras
obligadas (hijas de varones con la enfermedad clasica) tienen actividades enzimaticas de a-Gal A que van desde
normales hasta muy bajas. Dado que los portadores pueden tener una actividad enzimatica de a-Gal A normal en los
leucocitos, solo la identificacion de una mutaciéon de a-Gal A mediante pruebas genéticas proporciona una
identificacién y/o diagnéstico precisos de la portadora.

Ademas, como se describié anteriormente, la edad de inicio, progresiéon y gravedad de la enfermedad de Fabry
depende, al menos en parte, de la tasa de acumulacién de sustrato, que se correlaciona con la actividad enzimatica
en los lisosomas. Por lo tanto, una falta total de actividad residual puede corresponder a una rapida acumulacién de
sustrato y, por lo tanto, a una forma mas grave de la enfermedad (que tiene un inicio temprano y una progresion
rapida). Sin embargo, incluso pequefias cantidades de actividad residual pueden ser suficientes para degradar una
gran cantidad de sustrato. Esto, a su vez, conduciria a una enfermedad mas leve con un inicio mas tardio y una
progresion mas lenta debido a la acumulacién de sustrato mas lenta. Considerando estos factores, se cree que incluso
aumentos modestos en la actividad enzimatica pueden reducir el efecto de un fenotipo clinico grave. Los datos
sugieren que para la mayoria de los LSD, solo el 1 % al 6 % de la actividad normal se ha estimado como suficiente
para retrasar o prevenir el inicio de la enfermedad o producir una forma mas leve de la enfermedad. Es decir, solo
pequefios aumentos en la actividad podrian tener un impacto significativo en los niveles de sustrato y, por lo tanto, la
gravedad de la enfermedad y la tasa de progresion de la enfermedad. Por el contrario, se espera que una enzima
lisosomal mutante que no muestra respuesta in vitro tampoco responda in vivo.

En una o mas realizaciones, las formas mutantes o variantes de a-Gal A consideradas susceptibles a migalastat se
definen como aquellas que muestran un aumento relativo (+10 uM de migalastat) de = 1,20 veces y un aumento
absoluto (+10 uM de migalastat) de = 3,0 % del tipo salvaje cuando la forma mutante de a-Gal A se expresa en células
HEK-293 (denominado "ensayo HEK") de acuerdo con el ensayo in vitro validado por las Buenas Practicas de
Laboratorio (GLP, por sus siglas en inglés) (ensayo de aptitud a migalastat GLP o HEK segln las Buenas Practicas
de Laboratorio). Mutaciones o variantes de este tipo también se denominan en esta memoria mutaciones o variantes
"aptas al ensayo HEK".
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Se han proporcionado métodos de deteccidon previos que evallan el potenciamiento de la enzima antes del inicio del
tratamiento. Por ejemplo, se ha utilizado un ensayo que utiliza células HEK-293 en ensayos clinicos para predecir si
una mutacién dada respondera al tratamiento con chaperona farmacolégica (p. ej., migalastat). En este ensayo, se
crean construcciones de ADNc. Las formas mutantes de a-Gal A correspondientes se expresan transitoriamente en
células HEK-293. A continuacién, las células se incuban + migalastat (17 nM a 1 mM) durante 4 a 5 dias. Después, se
miden los niveles de a-Gal A en lisados de células utilizando un sustrato fluorogénico sintético (4-MU-a-Gal) o mediante
transferencia Western. Esto se ha hecho para mutaciones de sentido errbneo o de insercién/delecién en marco
pequefias que provocan enfermedades conocidas. Las mutaciones que se han identificado previamente como
sensibles a una PC (p. ej., migalastat) utilizando estos métodos se enumeran en la Patente de EE. UU. N2 8.592.362.

Mutaciones susceptibles de ensayo HEK incluyen al menos aquellas mutaciones enumeradas en una tabla de
referencia farmacolégica (p. ej., las que se enumeran en las etiquetas de productos de EE.UU. o internacionales para
un producto de migalastat tal como GALAFOLD®). Como se utiliza en esta memoria, "tabla de referencia
farmacolégica” se refiere a cualquier registro escrito o electrénico de acceso publico, incluido en la etiqueta del
producto dentro del envase de un producto de migalastat (p. ej., GALAFOLD®) o en un sitio web accesible para
proveedores de atencidon médica, que transmite si una mutacién o variante particular responde a la terapia de PC con
migalastat (p. ej., GALAFOLD®), y no se limita necesariamente a registros escritos presentados en forma de tabla. En
una realizacion de la presente invencion, una "tabla de referencia farmacolégica" se refiere, por lo tanto, a cualquier
deposito de informacion que incluya una o mas mutaciones o variantes susceptibles de ensayo. En otra realizacion,
una "tabla de referencia farmacolégica" se refiere a un depésito actualizado de mutaciones o variantes susceptibles
de ensayo que incluye las nuevas mutaciones o variantes descritas en esta memoria (es decir, D33H, G35A, Y88S,
T194A, W204G, Y216S, Q250K, R392T, N53K, Q57R, S62delinsLA, M96V, R112L, D155E, N228D, Q330P, V339A,
K391E, N408Y, V22G, N34H, G80V, Q107R, Y152D, A156S, L189F, W204L, S238G, 1239M, A257V, P259Q, N320H,
P323T, E338V, P380L o T412P). Se puede encontrar una tabla de referencia farmacologica ejemplar para mutaciones
susceptibles de ensayo HEK en el resumen de las caracteristicas del producto y/o la informacién de prescripcion de
GALAFOLD® en diversos paises en los que GALAFOLD® esta aprobado para su uso, o en un sitio web tal como
www.galafoldamenabilitytable.com o www.fabrygenevariantsearch.com.

Sin embargo, como solo determinadas mutaciones son susceptibles de tratamiento con migalastat, es necesario
identificar nuevas mutaciones y determinar si dichas mutaciones son susceptibles de tratamiento con migalastat. Como
se describe en el Ejemplo que figura mas adelante, se han identificado varias mutaciones nuevas y se ha determinado
que son susceptibles de terapia con migalastat. Estas mutaciones incluyen D33H, G35A, Y88S, T194A, W204G,
Y216S, Q250K, R392T, N53K, Q57R, S62delinsLA, M6V, R112L, D155E, N228D, Q330P, V339A, K391E, N408Y,
V22G, N34H, G80V, Q107R, Y152D, A156S, L189F, W204L, S238G, 1239M, A257V, P259Q, N320H, P323T, E338V,
P380L y T412P.

Por consiguiente, en una o0 mas realizaciones, migalastat se utiliza para tratar la enfermedad de Fabry y/o mejorar la
actividad de a-Gal A en un paciente que tiene una mutacién de a-Gal A seleccionada del grupo que consiste en: Y88S
y R392T. En una o mas realizaciones, el paciente tiene la mutacion Y88S. En una o mas realizaciones, el paciente
tiene la mutacion R392T. En diversas realizaciones, estas mutaciones de a-Gal A son relativas a la secuencia de
aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 2.

En la Tabla 1 a continuacion se muestran ejemplos de cambios de nucleétidos asociados con estas nuevas
mutaciones:

Tabla 1: Nuevas mutaciones susceptibles de ser tratadas con migalastat
‘ Cambio de nucleotidos Cambio de nucleotidos Cambio de secuencia de proteinas
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Por consiguiente, en diversas realizaciones, migalastat se utiliza para tratar la enfermedad de Fabry y/o potenciar la
actividad de a-Gal A en un paciente que tiene una mutacion de GLA seleccionada del grupo que consiste en: ¢.263A>C
y ¢.1175G>C. En una o mas realizaciones, el paciente tiene la mutacién de GLA ¢.263A>C. En una o mas
realizaciones, el paciente tiene la mutaciéon de GLA ¢.1175G>C. En diversas realizaciones, estas mutaciones de GLA
son relativas a la secuencia nucleica mostrada en SEQ ID NO: 3.

Ademas, diversas realizaciones de la presente invencién proporcionan migalastat o una sal del mismo para su uso en
un método para el tratamiento de la enfermedad de Fabry en un paciente que tiene una mutacién en el gen que codifica
a-Gal A, en donde el paciente se identifica como que tiene una mutacién sin sentido en una a-Gal A humana codificada
por una secuencia de acido nucleico recogida en SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 3 como se define en las
reivindicaciones adjuntas. En una o mas realizaciones, el método comprende administrar a un paciente una dosis
terapéuticamente eficaz del migalastat o una sal del mismo, en donde el paciente tiene una a-Gal A mutante codificada
por una secuencia de acido nucleico que tiene una mutacion sin sentido con relacion a SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO:
3. Mas adelante se detallan y se describen otras realizaciones de estos usos y métodos.

En una o mas realizaciones, el paciente puede tener otras mutaciones en su gen GLA. Por ejemplo, puede haber
mutaciones en la regién del intrén que pueden o no afectar a la enzima a-Gal A resultante. Por lo tanto, en una o mas
realizaciones, el paciente tiene a-Gal A mutante codificada por una secuencia de &cido nucleico que tiene al menos
un 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8 0 99,9 % de identidad con SEQ ID NO: 1. Ademas,
el paciente puede tener una 0 mas mutaciones adicionales en la regidén codificante del gen GLA. Por lo tanto, en una
0 mas realizaciones, el paciente tiene a-Gal A mutante codificada por una secuencia de acido nucleico que tiene al
menos 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8 0 99,9 % de identidad con SEQ ID NO: 3.
Ademas, en una o mas realizaciones, el paciente tiene 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 15, 20 o 30 mutaciones con relacién
a SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 3. También se observa que algunas mutaciones de acido nucleico en SEQ ID NO: 1 o0
SEQ ID NO: 3 pueden no dar como resultado un cambio en el aminoacido para la proteina resultante, ya que diversos
aminodcidos estan codificados por mdultiples secuencias de acido nucleico. Nuevamente, cualquiera de estas
realizaciones se puede combinar con cualquiera de las otras realizaciones de la invencién, por ejemplo, realizaciones
relacionadas con mutaciones susceptibles, las PC y dosis adecuadas de las mismas.

Chaperonas Farmacolégicas
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La unién de inhibidores de moléculas pequefias de enzimas asociadas con LSD puede aumentar la estabilidad tanto
de la enzima mutante como de la enzima de tipo salvaje correspondiente (véanse las Patentes de EE.UU. N2
6.274.597; 6.583.158; 6.589.964; 6.599.919; 6.916.829 y 7.141.582). En particular, la administracién de derivados de
moléculas pequefias de glucosa y galactosa, que son inhibidores competitivos selectivos y especificos para varias
enzimas lisosomales diana, aumenté de manera eficaz la estabilidad de las enzimas en células in vitro y, por lo tanto,
aumenté el trafico de las enzimas al lisosoma. Por lo tanto, al aumentar la cantidad de enzima en el lisosoma, se
espera que aumente la hidrolisis de los sustratos enzimaticos. La teoria original detrds de esta estrategia era la
siguiente: dado que la proteina enzimatica mutante es inestable en el ER (Ishii et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.
1996; 220: 812-815), la proteina enzimatica se retrasa en la via de transporte normal (ER—aparato de
Golgi—endosomas—lisosoma) y se degrada prematuramente. Por lo tanto, un compuesto que se une a una enzima
mutante y aumenta su estabilidad puede servir como una "chaperona” para la enzima y aumentar la cantidad que
puede salir del ER y trasladarse a los lisosomas. Ademas, debido a que el plegamiento y el trafico de algunas proteinas
de tipo salvaje es incompleto, y hasta el 70 % de algunas proteinas de tipo salvaje se degradan en algunos casos
antes de alcanzar su ubicacion celular final, las chaperonas se pueden utilizar para estabilizar las enzimas de tipo
salvaje y aumentar la cantidad de enzima que puede salir del ER y ser transportada a los lisosomas.

La chaperona farmacologica comprende migalastat o una sal del mismo. El compuesto migalastat, también conocido
como 1-desoxigalactonojirimicina (1-DGJ) o (2R,3S,4R,5S)-2-(hidroximetil)piperidina-3,4,5-triol es un compuesto que
tiene la siguiente férmula quimica:

Base libre de migalastat

Como se ha comentado en esta memoria, también se pueden utilizar en la presente invencion sales
farmacéuticamente aceptables de migalastat. Cuando se utiliza una sal de migalastat, la dosis de la sal se ajustara de
forma que la dosis de migalastat recibida por el paciente sea equivalente a la cantidad que habria recibido si se hubiera
utilizado la base libre de migalastat. Un ejemplo de una sal farmacéuticamente aceptable de migalastat es el
hidrocloruro de migalastat:

OH

H O/f/”" OH

OH
HCI

Iz

Migalastat HCI

El migalastat es un iminoazicar de bajo peso molecular y es un analogo de la galactosa terminal de GL-3. Estudios
farmacolégicos in vitro e in vivo han demostrado que migalastat actla como una chaperona farmacolégica, uniéndose
de forma selectiva y reversible, con alta afinidad, al sitio activo de la a-Gal A de tipo salvaje y a formas mutantes
especificas de a-Gal A. La unién del migalastat estabiliza estas formas mutantes de a-Gal A en el reticulo
endoplasmatico, facilitando su correcto transito a los lisosomas, en donde la disociacién de migalastat permite que la
a-Gal A reduzca el nivel de GL-3 y otros sustratos.

La PC comprende migalastat o una sal del mismo. En otras realizaciones, el PC comprende hidrocloruro de migalastat.

Cualquiera de estas PC para a-Gal A puede utilizarse en combinacién con cualquiera de las otras realizaciones de la
invencién.

Dosificacién, Formulacién y Administracién

En una o mas realizaciones, al paciente con Fabry se le administra migalastat o una sal del mismo con una frecuencia
de una vez cada dos dias (también denominada "QOD"). En diversas realizaciones, las dosis descritas en esta
memoria se refieren al hidrocloruro de migalastat o una dosis equivalente de migalastat o una sal del mismo distinta
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de la sal de hidrocloruro. En algunas realizaciones, estas dosis pertenecen a la base libre de migalastat. En
realizaciones alternativas, estas dosis pertenecen a una sal de migalastat. En realizaciones adicionales, la sal de
migalastat es hidrocloruro de migalastat. La administracién de migalastat o una sal de migalastat se denomina en esta
memoria "terapia con migalastat".

La cantidad eficaz de migalastat o de una sal del mismo puede estar en el intervalo de aproximadamente 100 mg de
FBE a aproximadamente 150 mg de FBE. Dosis ejemplares incluyen aproximadamente 100 mg de FBE,
aproximadamente 105 mg de FBE, aproximadamente 110 mg de FBE, aproximadamente 115 mg de FBE,
aproximadamente 120 mg de FBE, aproximadamente 123 mg de FBE, aproximadamente 125 mg de FBE,
aproximadamente 130 mg de FBE, aproximadamente 135 mg de FBE, aproximadamente 140 mg de FBE,
aproximadamente 145 mg de FBE o aproximadamente 150 mg de FBE.

Nuevamente, se observa que 150 mg de hidrocloruro de migalastat equivalen a 123 mg de la forma de base libre de
migalastat. Por lo tanto, en una o mas realizaciones, la dosis es de 150 mg de hidrocloruro de migalastat o una dosis
equivalente de migalastat o una sal del mismo distinta de la sal de hidrocloruro, administrada con una frecuencia de
una vez cada dos dias. Como se ha establecido anteriormente, esta dosis se denomina 123 mg de FBE de migalastat.
En realizaciones adicionales, la dosis es de 150 mg de hidrocloruro de migalastat administrados con una frecuencia
de una vez cada dos dias. En otras realizaciones, la dosis es de 123 mg de la base libre de migalastat administrados
con una frecuencia de una vez cada dos dias.

En diversas realizaciones, la cantidad eficaz es de aproximadamente 122 mg, aproximadamente 128 mg,
aproximadamente 134 mg, aproximadamente 140 mg, aproximadamente 146 mg, aproximadamente 150 mg,
aproximadamente 152 mg, aproximadamente 159 mg, aproximadamente 165 mg, aproximadamente 171 mg,
aproximadamente 177 mg o aproximadamente 183 mg de hidrocloruro de migalastat.

Por consiguiente, en diversas realizaciones, la terapia con migalastat incluye la administracién de 123 mg de FBE con
una frecuencia de una vez cada dos dias tal como 150 mg de hidrocloruro de migalastat cada dos dias.

La administraciéon de migalastat o una sal del mismo puede ser durante un periodo de tiempo determinado. En una o
mas realizaciones, el migalastat o una sal del mismo se administra durante una duracién de al menos 28 dias tal como
al menos 30, 60 0 90 dias 0 al menos 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11, 12, 16, 20, 24, 30 0 36 meseso almenos 1,2, 3,4 0
5 afios. En diversas realizaciones, la terapia con migalastat es una terapia a largo plazo con migalastat de al menos 6
meses tal como al menos 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 16, 20, 24, 30 o0 36 meses o al menos 1, 2, 3, 4 0 5 afos.

La administracion de migalastat o una sal del mismo segln la presente invencién pueden realizarse en una formulacién
adecuada para cualquier via de administracién, pero se administra preferiblemente en una forma de dosificacién oral
tal como un comprimido, una capsula o una solucién. Como ejemplo, se administran al paciente por via oral capsulas
que contienen cada una 150 mg de hidrocloruro de migalastat o una dosis equivalente de migalastat o una sal del
mismo distinta de la sal de hidrocloruro.

En algunas realizaciones, la PC (migalastat o una sal de la misma) se administra por via oral. En una o mas
realizaciones, la PC (migalastat o una sal de la misma) se administra mediante inyecciéon. La PC puede estar
acompafiada de un soporte farmacéuticamente aceptable, lo que puede depender del método de administracion.

En una o mas realizaciones, la PC (migalastat o0 una sal de la misma) se administra como monoterapia y puede estar
en una forma adecuada para cualquier via de administracién, incluyendo, p. ej., por via oral en forma de comprimidos
o capsulas o liquido, o en solucién acuosa estéril para inyeccion. En otras realizaciones, la PC se proporciona en un
polvo liofilizado seco para afiadirlo a la formulacion de la enzima de reemplazo durante o inmediatamente después de
la reconstitucion para evitar la agregacién de la enzima in vitro antes de la administracion.

Cuando la PC (migalastat o sal de la misma) se formula para administracién oral, los comprimidos o capsulas se
pueden preparar por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como agentes de
unioén (p. ej., almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil metilcelulosa); cargas (p. €j., lactosa,
celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio); lubricantes (p. ej., estearato de magnesio, talco o silice);
disgregantes (p. ej., fécula de patata o glicolato de almidén sédico); o agentes humectantes (p. ej., lauril sulfato de
sodio). Los comprimidos se pueden recubrir mediante métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones
liquidas para administracion oral pueden adoptar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, 0 se
pueden presentar como un producto seco para su constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso.
Preparaciones liquidas de este tipo se pueden preparar por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente
aceptables tales como agentes de suspension (p. €j., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles
hidrogenadas); agentes emulsionantes (p. gj., lecitina o goma arabiga); vehiculos no acuosos (p. €j., aceite de
almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (p. ej., metil o propil-p-
hidroxibenzoatos o acido sérbico). Las preparaciones también pueden contener sales tampén, agentes aromatizantes,
colorantes y edulcorantes segUn corresponda. Las preparaciones para administracion oral pueden formularse
adecuadamente para proporcionar una liberacién controlada del compuesto chaperona activo.
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Las formulaciones farmacéuticas de la PC (migalastat o sal de la misma), adecuadas para uso parenteral/inyectable,
incluyen generalmente soluciones acuosas estériles (en los casos en los que sean hidrosolubles), o dispersiones y
polvos estériles para la preparaciéon extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los
casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil capacidad de inyeccién. Debe
ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe preservarse contra la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El soporte puede ser un disolvente o medio de dispersion que
contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol, y similares), mezclas
adecuadas de los mismos y aceites vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso
de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la
dispersioén y mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de la accién de los microorganismos puede lograrse
mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, alcohol
bencilico, acido sérbico y similares. En muchos casos, sera razonable incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares
o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse mediante el uso en las
composiciones de agentes que retardan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando la enzima purificada (si la hay) y la PC (migalastat o sal
de la misma) en la cantidad requerida en el disolvente apropiado con diversos de l0s otros ingredientes enumerados
anteriormente, segln sea necesario, seguido de una esterilizacion por filtracion o terminal. Generalmente, las
dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que
contiene el medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el
caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparaciéon preferidos
son el secado al vacio y la técnica de secado por congelacién que producen un polvo del ingrediente activo mas
cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucion previamente filtrada y estéril del mismo.

La formulacién puede contener un excipiente. Excipientes farmacéuticamente aceptables que pueden incluirse en la
formulacién son tampones tales como tampén citrato, tampén fosfato, tampon acetato, tampén bicarbonato,
aminoacidos, urea, alcoholes, acido ascorbico y fosfolipidos; proteinas, tales como alblimina sérica, colageno y
gelatina; sales tales como EDTA o EGTA y cloruro de sodio; liposomas; polivinilpirrolidona; azucares, tales como
dextrano, manitol, sorbitol y glicerol; propilenglicol y polietilenglicol (p. ej., PEG-4000, PEG-6000); glicerol; glicina u
otros aminoacidos; y lipidos. Los sistemas tampén para uso con las formulaciones incluyen tampones citrato; acetato;
bicarbonato; y fosfato. El tampén fosfato es una realizacion preferida.

La via de administracion del compuesto chaperona puede ser oral o parenteral, incluyendo intravenosa, subcutanea,
intra-arterial, intraperitoneal, oftalmica, intramuscular, bucal, rectal, vaginal, intraorbitaria, intracerebral, intradérmica,
intracraneal, intraespinal, intraventricular, intratecal, intracisternal, intracapsular, intrapulmonar, intranasal,
transmucosal, transdérmica o por inhalaciéon.

La administracién de las formulaciones parenterales arriba descritas del compuesto chaperona puede realizarse
mediante inyecciones periédicas de un bolo de la preparacién, o puede administrarse mediante administracion
intravenosa o intraperitoneal desde un reservorio externo (p. e/, una bolsa i.v.} o0 interno (p. ¢/., un implante
bioerosionable).

Realizaciones relacionadas con formulaciones farmacéuticas y la administraciéon se pueden combinar con cualquiera
de las otras realizaciones de la invencion, por ejemplo, realizaciones relacionadas con métodos para tratar pacientes
con enfermedad de Fabry, uso de una chaperona farmacolégica para a-Gal A para la fabricacién de un medicamento
para tratar a un paciente diagnosticado con enfermedad de Fabry o una chaperona farmacolégica para a-Gal A para
su uso en el tratamiento de un paciente diagnosticado con enfermedad de Fabry, asi como realizaciones relacionadas
con mutaciones susceptibles, las PC y dosis adecuadas de las mismas.

En una o mas realizaciones, la PC (migalastat o sal de la misma) se administra en combinacién con ERT. ERT aumenta
la cantidad de proteina mediante la introduccién exogena de enzima de tipo salvaje o biolégicamente funcional
mediante infusién. Esta terapia se ha desarrollado para muchos trastornos genéticos, incluidos LSD tales como la
enfermedad de Fabry, como se mencioné arriba. Después de la infusién, se espera que la enzima exégena sea
absorbida por los tejidos a través de un mecanismo no especifico o especifico para el receptor. En general, la eficiencia
de absorcién no es alta y el tiempo de circulaciéon de la proteina exégena es corto. Ademas, la proteina exégena es
inestable y estd sujeta a una rapida degradacion intracelular, ademas de tener el potencial de reacciones
inmunolégicas adversas con tratamientos posteriores. En una o mas realizaciones, la chaperona se administra al
mismo tiempo que la enzima de reemplazo (p. ef., a-Gal A de reemplazo). En algunas realizaciones, la chaperona se
co-formula con la enzima de reemplazo (p. &/., a-Gal A de reemplazo).

La referencia a lo largo de esta memoria descriptiva a "una realizacién", "determinadas realizaciones", "diversas
realizaciones”, "una o mas realizaciones" o0 "una realizacién" significa que un rasgo, estructura, material o caracteristica
particular descrito en relacién con la realizacién esta incluido en al menos una realizacién de la invencién. Por lo tanto,
la aparicién de frases tales como "en una o0 mas realizaciones", "en determinadas realizaciones”, "en varias
realizaciones" o "en una realizaciéon" en varios lugares a lo largo de esta memoria descriptiva no se refieren
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necesariamente a la misma realizacién de la invencién. Ademas, los rasgos, estructuras, materiales o caracteristicas
particulares se pueden combinar de cualquier manera adecuada en una o mas realizaciones.

Aunque la invencién aqui descrita se ha descrito con referencia a realizaciones particulares, se debe entender que
estas realizaciones son meramente ilustrativas de los principios y aplicaciones de la presente invencién. Sera evidente
para los expertos en la técnica que se pueden realizar diversas modificaciones y variaciones al método y aparato de
la presente invencion sin apartarse del espiritu y alcance de la invencién. Por lo tanto, se pretende que la presente
invencién incluya modificaciones y variaciones que estén dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y sus
equivalentes.

EJEMPLO: Efecto de Migalastat sobre Mutaciones de a-Gal A

La actividad de a-Gal A se midi6 en lisados preparados a partir de células HEK-293 transfectadas transitoriamente
con la forma mutante indicada de a-Gal A e incubadas en ausencia o presencia de 10 uM de migalastat durante 5
dias. La actividad de a-Gal A se expresa como nmoles de 4-MU libre liberados por miligramo de proteina por hora
(nmol/mg/ h). La actividad de a-Gal A basal y la actividad de a-Gal A después de la incubacién con 10 uM de migalastat
se expresaron adicionalmente como un porcentaje de la actividad basal de a-Gal A de tipo salvaje (% WT). La actividad
de a-Gal A de tipo salvaje que se utilizd para calcular estos porcentajes fue la actividad promedio medida en lisados
de células transfectadas de tipo salvaje, incubadas en ausencia de migalastat, medida en paralelo.

Los resultados de las pruebas de actividad de a-Gal A para las nuevas mutaciones D33H, G35A, Y88S, T194A,
W204G, Y2168, Q250K y R392T se muestran en la Tabla 2 que figura a continuacién:

Tabla 2: Efecto de Migalastat sobre |la Actividad de a-Gal A

‘Forma mutante de a-Gal A D33H G35A Y88S §T194A W204G | Y216S | Q250K R392T |

..............................................................................................................................................................................................................................
3

Actividad basal de a-Gal A 12925+ : 19688 + BLD 635+ 4389+ 30058+
(nmol/mg/h) . 915 | 1062 . 64 | 500 | 1487

R B A SRR RN R S R SRR REN SRR RN

Actividad de o-Gal A de} 24908 + | 31694 + 695+ 11238 : 11325 + | 36679 + |
‘migalastat 10 uM (nmol/mg/h) | 1775 | 1949 | . 198 %751 ¢ 1111 | 1896
‘Valor p de U de Mann-Whitney§ 0,0001 | 0,0001 £ 0,0001 Eoooo1 £ 0,0001 | 0,0014 |

.............................................................................................................................................................................................
B s

‘Actividad basal de a-Gal A (% 36,1 = N/A 2 0+ : 16,1+ | 104,6+ |

WT) P24 _ i 15 | 68
E‘A‘é‘t}'{}[&éd“‘c]é"'1"6"ﬁl‘\‘/i"&ié"&"é‘éi"}i':""é‘é"é"%""""""""""""' TR T e
‘de migalastat ( % WT) i 43 i 31 1 62
‘Aumento absoluto (% WT) L3277 : : . 255 21,3
e T S oo S i e PR T Se T

Los resultados de las pruebas de actividad de a-Gal A para las nuevas mutaciones N53K, Q57R, S62delinsLA, M96V,
R112L, D155E, N228D, Q330P, V339A, K391E y N408Y se muestran en la Tabla 3 que figura a continuacion:

Tabla 3: Efecto de Migalastat sobre la Actividad de a-Gal A

i Forma | Actividad basal { Actividad de 10 Valor pde: Actividad | Actividadde | Aumento i Aumento
i mutantede | deo-Gal A uM dea-GalAde! Ude ibasaldea-{ 10uMdea- i absoluto @ relativo
i o-GalA | (nmol/mg/h) |  migalastat | Mann- i Gal A (% Gal A de (% WT)

i (nmolimg/h) | Whitney |  WT) migalastat (%

wT)
N53K | 5143419  13895+1270 . 0,0001 | 14,6%1,0 . 38,6425 240 270
T B B T T BT TR
?éé'éaé'{.}ié'ﬂ/i ............. e T TiS TR e o e
. M9V | 5458+489 . 146121009 | 0,0001 | 14,0:12 | 38,1%24 242 | 268
. RM2L . BLD . 2364296 . 0,0001 i N/A 75511 . 75 : NC
DIS55E . 173878 .  6619+337 . 00001 | 5303 . 19,8+10 145 381
N228D | 6264654 | 25816x2273 | 0,0001 : 15015 . 63,254 482 4,12

Q330P | 5593+320 | 12375¢664 | 0,0001 | 21,5+1,6 : 458+1,9 | 244 | 2,21
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j ........ e ActmdadbasalAct|V|dadde1OVanrpdeActhad ........ PRt umentoAumento
i mutantede | dea-GalA pMdea-GalAde! Ude ibasaldea-{ 10uMdea- | absoluto @ relativo
¢ o-GalA (nmol/mg/h) migalastat i Mann- § GalA (% Gal A de (% WT)
(nmol/mg/h) | Whitney i  WT) migalastat (%
WT)

j ....... s O B et o ; 0339488133 ............. 656142 168 ......... 1 33
. K391E 78531735 1597941367 0,0001 20,4+2,0 40,4+2,9 20,0 2,03

N408Y 1115811707 2327312965 0,0001 40,9+4,9 85,5+7,7 44,6 2,09

Los resultados de las pruebas de actividad de a-Gal A para las nuevas mutaciones V22G, N34H, G80V, Q107R,
Y152D, A156S, L189F, W204L, S238G, 1239M, A257V, P259Q), N320H, P323T, E338V, P380L y T412P se muestran
en la Tabla 4 que figura a continuacion:

Tabla 4: Efecto de Migalastat sobre la Actividad de a-Gal A

..............................................................................................................................................................

i Forma | Actividad basal |Actividad de 10 uM {Valor pde | Actividad | Actividad de 10 | Aumento {Aumento:
i mutante dea-GalA | dea-GalAde | Mann- basal de a- { phM de a-Gal A | absoluto | relativo
:de a-Gal (nmol/mg/h) migalastat i Whitney | Gal A (% de migalastat (% WT) :
. A (nmol/mg/h) : U (% WT)
...... P v T 246128

N34H BLD 14144100 3.6+0.2
...... VAN B P R T
. Q107R 2459041705 3119342248 109,8+8.4
..... T TRy e TV

A156S 24479+1666 3159742293 85.1+5.3
BT RTIT T T TTTTEa SOTeS s 846138 .........

W204L 1612642360 32649+3037 84.3+5.9

| 864172 .........

1239M | 4849:622 24827+3056 | 00001 | 139417 = 69.3t69
. A257V 16412+1096 : 30313+1981 : 0,0001 . 999446
..... P2590 1365811388259351202000001 736150

N320H : 85544344 22149+1050 0.0001 . 529431 ‘ _
..... P323T245661r1350296311114400008590142713141
. E338V . 11903541 = 2180714845 : 0.0001 | 301417 =  54.8+22
...... B 380L14241604248136900001

639 + 25 7159 +459 0,0001

En las Tablas 2-4, se calcularon los valores de la media * error tipico de la media (SEM). nmol/mg/h indica "nmoles
de 4-MU libre liberados por mg de proteina por hora". WT indica "tipo salvaje". NC indica "no calculable". N/A indica

"no aplicable".

Actividad de a-Gal A basal v de 10 uyM de migalastat: Las diferencias en la actividad de a-Gal A entre lisados

incubados en ausencia y presencia de 10 UM de migalastat se determinaron utilizando una prueba de U de Mann
Whitney unilateral; un aumento en 10 uM de migalastat con un p < 0,05 se consideré significativo. "BLD" indica que la
actividad media de a-Gal A estaba por debajo del limite de deteccién (< 142 nmol/mg/h).

Actividad de a-Gal A basal (% WT) = (actividad de a-Gal A en lisados de células transfectadas mutantes sin

migalastat + actividad de a-Gal A en lisados de células transfectadas de tipo salvaje sin migalastat) * 100

Actividad de a-Gal A de 10 yM de migalastat (% WT) = (actividad de a-Gal A en lisados de células transfectadas

mutantes con 10 uM de migalastat + actividad de a-Gal A en lisados de células transfectadas de tipo salvaje sin

migalastat) * 100

Aumento absoluto (% WT) = es la actividad de a-Gal A de 10 uM de migalastat (% WT) menos la actividad de a-Gal

A basal (% WT).
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Aumento relativo es la actividad de a-Gal A de 10 uM de migalastat en lisados de células transfectadas mutantes +
actividad de a-Gal A basal en lisados de células transfectadas incubados sin migalastat.

Como se puede observar en la Tabla 2, las nuevas mutaciones de a-Gal A D33H, G35A, Y88S, T194A, W204G,
Y216S, Q250K y R392T demostraron una respuesta in vitro a la incubacién con migalastat que cumplié con los criterios
de adaptabilidad. Por consiguiente, se espera que los pacientes con estas mutaciones puedan ser tratados con terapia
con migalastat como se describe en esta memoria.

Como se puede observar en la Tabla 3, las nuevas mutaciones de a-Gal A D33H, G35A, Y88S, T194A, W204G,
Y216S, Q250K y R392T demostraron una respuesta in vitro a la incubacién con migalastat que cumplié con los criterios
de adaptabilidad. Por consiguiente, se espera que los pacientes con estas mutaciones puedan ser tratados con terapia
con migalastat como se describe en esta memoria.

Como se puede observar en la Tabla 4, las nuevas mutaciones de a-Gal A V22G, N34H, G80V, Q107R, Y152D,
A156S, L189F, W204L, S238G, 1239M, A257V, P259Q), N320H, P323T, E338V, P380L y T412P demostraron una
respuesta in vitro a la incubacion con migalastat que cumplia los criterios de adaptabilidad. Por consiguiente, se espera
que los pacientes con estas mutaciones puedan ser tratados con terapia con migalastat como se describe en esta
memoria.

La patente y la bibliografia cientifica a las que se hace referencia en esta memoria establecen el conocimiento que
esta disponible para aquellos con experiencia en la técnica.

Si bien esta invencion se ha mostrado y descrito particularmente con referencias a realizaciones preferidas de la

misma, los expertos en la técnica entenderan que se pueden realizar diversos cambios en la forma y los detalles en
la misma sin apartarse del alcance de la invencion abarcada por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Migalastat o una sal del mismo para uso en un método para el tratamiento de la enfermedad de Fabry en un paciente
humano que lo necesita, comprendiendo el método administrar al paciente una dosis terapéuticamente eficaz del
migalastat o una sal del mismo, en donde el paciente tiene una mutacién de a-galactosidasa A seleccionada del grupo
que consiste en: Y88S y R392T.

2. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el migalastat o la sal del
mismo se administra al paciente cada dos dias.

3. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que se administran al paciente
aproximadamente 100 a aproximadamente 150 mg de equivalente de base libre del migalastat o una sal del mismo
cada dos dias.

4. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que se administran al paciente
aproximadamente 123 mg de equivalente de base libre del migalastat o una sal del mismo cada dos dias.

5. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que se administran al paciente
aproximadamente 123 mg de base libre de migalastat cada dos dias.

6. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que se administran al paciente
aproximadamente 150 mg de hidrocloruro de migalastat cada dos dias.

7. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
migalastat o una sal del mismo se administra por via oral.

8. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el
migalastat o la sal del mismo se administra mediante inyeccion.

9. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el
migalastat o la sal del mismo potencia la actividad de la a-galactosidasa A.

10. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el
paciente es varon.

11. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el
paciente es mujer.

12. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que
la mutacién es Y88S.

13. Migalastat o una sal del mismo para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que
la mutacién es R392T
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