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Titulo del ensayo

Estudio de Fase 1/2, abierto, multicéntrico, para la determinacion y expansion de dosis para investigar
la seguridad, tolerabilidad y eficacia de la terapia génica ALXN2350 en participantes adultos con
miocardiopatia dilatada relacionada con la mutacion BAG3, del promotor Alexion Pharmaceuticals,
Inc.

Caracteristicas del ensayo

ALXN2350 se administrard mediante una Unica infusién intravenosa.

El ensayo se realizard en el Hospital Universitario Puerta de Hierro y Hospital Universitario Vall
d’Hebron.

Organismo modificado genéticamente

El OMG, ALXN2350, es un virus adenoasociado del serotipo 9 (AAV9) que administra un transgén,
BAG3, al corazon. El transgén BAG3, con optimizacion codonica, esta bajo el control transcripcional
de un promotor cardiaco de gallina.

BAG3 es una proteina multifuncional que se expresa de forma ubicua y resulta especialmente
importante en el masculo cardiaco, el masculo esquelético, el cerebro y muchos tipos de cancer.
Respalda la autofagia de proteinas mal plegadas y organulos dafiados, inhibe la apoptosis, mantiene la
homeostasis de las mitocondrias y facilita el acoplamiento de excitacion y contraccion a través del
canal de calcio de tipo L y el receptor adrenérgico . Los niveles altos de BAG3 se asocian a
insensibilidad a la quimioterapia en células malignas, mientras que tanto la pérdida de funcién como
las variantes de ganancia de funcion se asocian a miocardiopatia.

La secuencia de ADN del transgén ALXN2350 codifica la secuencia canonica de la proteina BAG3
humana de tipo natural y longitud completa, y su expresion en el corazén compensa la deficiencia de
BAG3 debida a mutaciones de BAG3 causantes de enfermedades.

ALXN2350 se fabrica mediante transfeccion transitoria de células HEK293 con tres plasmidos
(plasmido que contienen el transgén, plasmido que codifica rep/cap de AAV y un plasmido auxiliar
que contiene las secuencias necesarias de un adenovirus para la replicacion y el empaquetamiento del
vector).

La produccidon de ALXN2350 se realizo en la linea celular Pro10™,

El banco celular maestro (MCB) se sometié a pruebas de identidad, esterilidad, micoplasma, virus
adventicios y retrovirus, y todos los resultados de las pruebas cumplieron los criterios de aceptacion.
En concreto, el MCB se analiz6 mediante PCR para detectar AAV natural de tipos 1-4, 6-10 y 13,y
todos los resultados han sido negativos.
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El banco celular de trabajo se sometié a pruebas de identidad, esterilidad, micoplasma y virus
adventicios.

Evaluacion del riesgo

-Demostracion de ausencia de formacion de virus competentes para la replicacion (RCV).

El AAV solo puede replicarse en cultivos celulares tras la coinfeccion por un virus auxiliar,
normalmente un adenovirus o un herpesvirus. En ausencia de virus auxiliares, las particulas viricas de
AAV pueden penetrar en el nicleo celular donde las secuencias viricas pueden persistir de forma
episomal. Al igual que los adenovirus, los genes viricos pueden eliminarse en el intento por optimizar
un vector. Los vectores de AAV recombinantes como ALXN2350 conservan las secuencias ITR
viricas, pero no contienen genes de AAV en el plasmido transgénico. No hay genes rep, cap ni
auxiliares en la secuencia de ADN del transgen destinada al empaquetamiento. Aunque los genes
viricos se eliminan de la carga Util de AAV prevista y del plasmido transgénico, los genes rep y cap
estan presentes en plasmido que los codifica en la transfeccion triple y cabe la posibilidad de que estos
genes se empaqueten en AAV en caso de un evento de recombinacion. Estos eventos de
recombinacion tienen la capacidad de generar AAV competentes para la replicacion (rcAAV).

Se realiza un ensayo celular para cuantificar los posibles rcAAV generados durante la fabricacién a
fin de ayudar a garantizar la seguridad del principio activo. La especificacion del control de la calidad
del principio activo ALXN2350 incluye este ensayo como parte del grupo de pruebas para su
liberacion.

El ensayo consta de dos partes, un método celular seguido de amplificacion y deteccién mediante
PCR en tiempo real para amplificar rep de AAV2.

Se determina el limite de deteccion para cada analisis gPCR y el criterio de aceptacion para la
liberacion de los lotes.

-Estabilidad

El AAV ALXN2350 se genera mediante la transfeccion transitoria de una estirpe celular de
produccién utilizando plasmidos secuenciados y completamente caracterizados. La produccion del
vector durante el proceso de fabricacion depende de la ADN polimerasa de la célula hospedadora, que
se caracteriza por una polimerizacion del ADN de alta fidelidad y una actividad exonucleasa de
correccion adicional, lo que da lugar a una tasa de error de replicacion del ADN muy baja.

Se analizara la identidad gendmica del vector ALXN2350 mediante secuencia de nueva generacion
(NGS por sus siglas en inglés) y mediante un ensayo de qPCR con cebador especifico para el transgén
BAG3 para la liberacion de los lotes de principio activo y de producto final.

-Biodistribucion y excrecion del vector clinico (Shedding).

No hay experiencia de exposicion humana con diseminacion virica de ALXN2350. En el estudio
clinico planificado ALXN2350-DCM-201, la cinética de diseminacion, incluido el tiempo hasta la
eliminacion, en sangre completa, heces, semen, saliva y orina se evaluara mediante analisis qPCR.
Las muestras se recogeran en distintos momentos del ensayo. La recogida de cada tipo de muestra se
detendra cuando se observen al menos 3 resultados negativos consecutivos.

La biodistribucion y la diseminacion de ALXN2350 se evaluaron después de una unica inyeccion
intravenosa a macacos en un estudio conforme a las BPL (Buenas Précticas de Laboratorio).
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Las muestras se analizaron en busca de ADN de ALXNZ2350 utilizando un método de gPCR validado
para la diseminacion virica. El ensayo es especifico para el ADN transgénico del vector. Las
concentraciones de ADN mas altas se observaron en la matriz de sangre completa. En general, se
observo una relacion dependiente de la dosis para la diseminacion del vector.

En ensayos clinicos con otros vectores clinicos derivados de AAV con los que ALXN2350 comparte
la misma cépside y via de administracion intravenosa, se ha observado diseminacion en la orina, la
saliva y las heces, fundamentalmente, de los pacientes.

Sobre la base del estudio en animales y el resultado de la diseminacion de estos vectores clinicos,
cabe esperar una diseminacion similar en los participantes del ensayo clinico previsto.

Medidas de control

La preparacion del medicamento en investigacion la llevard a cabo personal cualificado con
formacion en la preparacion aséptica de productos parenterales de acuerdo con las instrucciones del
promotor proporcionadas en el manual de farmacia. La preparacion debe llevarse a cabo en una
cabina de bioseguridad de clase Il o superior.

El lugar de administracion al paciente se limpiara de acuerdo con los métodos de limpieza habituales
para la manipulacién de materiales de riesgo bioldgico y de acuerdo con los procedimientos que rigen
la limpieza y la descontaminacion de las salas de aislamiento en los centros.

El personal llevara equipos de proteccion individual (EPI) en todo momento cuando manipule el
medicamento en investigacion. Los EPI incluyen bata de laboratorio o bata impermeable, gafas de
seguridad y guantes de proteccion.

El material/equipo no desechable se descontaminard mediante esterilizacion por autoclave o
utilizando un desinfectante validado adecuado.

En caso de vertido accidental durante la preparacion de la dosis o durante la administracion al
paciente, la descontaminacion/limpieza de los materiales, superficies y zonas potencialmente
contaminados se llevara a cabo de acuerdo con la ficha de datos de seguridad, asi como con los
procedimientos del centro.

El medicamento en investigacion no utilizado debe devolverse o destruirse segun el procedimiento del
centro. Los centros que puedan destruir deben hacerlo de acuerdo con los procedimientos habituales
para la eliminacion de residuos biopeligrosos. Los centros que no puedan destruirlo podran devolverlo
al promotor, de acuerdo con el manual de farmacia.

Todos los consumibles utilizados en la preparacion del medicamento en investigacion son de un solo
uso y se eliminaran como residuos biopeligrosos tras la preparacion, siguiendo los procedimientos de
eliminacion de residuos clinicos del centro. Esto incluye todos los EPI, jeringas, agujas y viales.

Se proporcionaran instrucciones a los participantes, las familias y los cuidadores sobre el uso de
guantes protectores en caso de contacto directo con liquidos corporales o desechos de los
participantes, asi como sobre la buena higiene de las manos durante un minimo de cuatro semanas
después de la inyeccion.

En el caso de que se produzca cualquier incidencia o accidente se debera informar de manera
inmediata a la Comision Nacional de Bioseguridad (CNB) y al Consejo Interministerial de
OMG (CIOMG).
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CONCLUSION: Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las medidas de uso
propuestas, este ensayo clinico no supone un riesgo significativo para la salud humana, la salud
animal y/o el medio ambiente.

Una vez concluido el ensayo, se remitird un informe de resultados del mismo al Consejo
Interministerial de OMG (CIOMG) y a la Comision Nacional de Bioseguridad (CNB), siguiendo el
modelo de informe de resultados elaborado por la CNB, que se encuentra disponible en la web del
MITECO. En este informe se debera incluir informacion sobre las posibles incidencias, si las hubiera.
La remision de esta informacién serd condicion indispensable para la concesion de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid, a 10 de julio de 2025
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https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/organismos-modificados-geneticamente-omg-/notificaciones-y-autorizaciones/proc_autorizacion.aspx
https://www.miteco.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/organismos-modificados-geneticamente-omg-/notificaciones-y-autorizaciones/proc_autorizacion.aspx

