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Titulo del ensayo

Ensayo clinico de Fase 1/2a para evaluar la seguridad, tolerabilidad, farmacocinética y eficacia
exploratoria de una uUnica inyeccion intraarticular de ATX-2a en participantes con osteoartritis
moderada de rodilla, que comprende una Parte A con escalado de dosis y una Parte B aleatorizada,
controlada con placebo, del promotor Altos Labs Inc.

Caracteristicas del ensayo

El ensayo clinico esta disefiado para determinar la dosis terapéutica Optima de AXT-2a. En la Parte A
del ensayo, se evaluaran dos dosis diferentes para determinar su seguridad y eficacia. Posteriormente,
en la Parte B, los pacientes recibirdn la dosis 6ptima identificada en la fase anterior.

ATX-2a se administrard como una unica dosis intraarticular tras la asignacion aleatoria del paciente.
No se prevé una segunda dosis durante el estudio.

El estudio se realizara en la Clinica CEMTRO.

Organismo modificado genéticamente

hCDKN2A-hOS o ATX-2A es un virus adenoasociado no replicativo que contiene los transgenes
humanos Oct4 y Sox2, bajo el control del promotor humano CDKN2A (que limita la expresion de
Oct4 y Sox2 a células altamente estresadas o senescentes, que estan presentes en nimeros muy
pequefios en el cuerpo), empaquetado en una capside del vector AAV-DJ (AAV-DJ es un vector AAV
quimérico artificial que contiene secuencias hibridas de capside de tres serotipos naturales (AAV2, 8§,
and 9).

El proceso de fabricacion de ATX-2a, se realiza mediante la transfeccion de células empaquetadoras
con tres plasmidos, que contienen genes auxiliares y el transgén, y es un proceso libre de virus
auxiliares.

Se realizan pruebas para detectar virus adventicios en diferentes etapas del proceso de fabricacion
para asegurar la seguridad del vector.

Evaluacion vy control del riesgo
-Estabilidad

ATX-2a, se basa en un vector recombinante derivado del virus adenoasociado serotipo DJ (rAAV-
DJ). La estabilidad genética del rAAV-DJ se debe fundamentalmente a la preservacion de las
repeticiones terminales invertidas (ITRs), las Uinicas secuencias virales conservadas en el genoma
vectorial. Las ITRs son esenciales para la replicacion y empaquetamiento del vector, pero no
codifican proteinas virales, y su mantenimiento intacto evita eventos de recombinacion o
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reordenamientos genomicos indeseados. El disefio del vector AAV ATX-2a excluye secuencias
virales codificantes y regiones repetitivas con potencial recombinogénico, lo que reduce la
probabilidad de inestabilidad estructural durante la produccion.

El sistema de produccion utilizado esta libre de virus auxiliares replicativos y se basa en
transfecciones transitorias con plasmidos auxiliares en lineas celulares autorizadas para uso clinico.
Esta estrategia de produccion minimiza la ocurrencia de mutaciones puntuales, deleciones o rearreglos
durante la replicacion del genoma vectorial. Durante el desarrollo y fabricacion del vector AAV ATX-
2a, se implementan estrictos controles de calidad, incluyendo técnicas de secuenciacion de proxima
generacion (NGS) y ensayos de integridad estructural, con el fin de verificar la conservacion del
transgén terapéutico y la ausencia de modificaciones no deseadas.

Una vez administrado e internalizado en las células del organismo receptor, el genoma del vector se
encuentra mayoritariamente en forma episomal, formando estructuras concateméricas circulares
estables en el nucleo celular. Estas formas extracromosdmicas son altamente resistentes a la
degradacion por nucleasas y no se integran en el genoma de la célula huésped, lo que reduce de forma
significativa el riesgo de mutagénesis por insercion o alteracion genética en el receptor.

-Toxicidad

Una vez administrados, los factores de Yamanaka se expresaran en las células de cartilago
senescentes del hospedador, lo que podria conducir al rejuvenecimiento de las células y una mejora en
la funcion de la articulacion de la rodilla.

Oct4 y Sox2 son dos de los cuatro factores prototipicos de Yamanaka (YFs). Cuando los cuatro YFs
se expresan de manera ubicua y continua a niveles altos en ratones transgénicos, se han observado
problemas de seguridad, como morbilidad y mortalidad aguda, displasia de células epiteliales y
desarrollo de teratomas debido a la desdiferenciacion celular de células adultas al estado de células
madre. El casete de expresion ATX-2a ha sido disefiado para mitigar este riesgo de toxicidad de dos
maneras:

1) La regulacion de la expresion del transgen que limita la expresion de Oct4 y Sox2 a células
altamente estresadas o senescentes, que estan presentes en nimeros muy pequefios en el
cuerpo.

2) El casete de expresion contiene solo dos YFs y carece de c-Myc, el principal impulsor de la
desdiferenciacion celular, transformacion neoplasica y toxicidad observada en ratones
transgénicos que expresan YFs.

No se ha observado toxicidad aguda ni crdénica, mortalidad ni morbilidad en los animales de los
estudios preclinicos a los que se les ha administrado dosis 5 veces mayores que la dosis clinica
humana maxima planeada en el ensayo clinico (actualmente tienen 5 meses post-administracion).

Ademas, a los ratones se les administrd un vector similar que contenia los transgenes de interés por
via intravenosa a dosis 2 veces mayores que la dosis maxima que se administrard a los humanos. No
se observd toxicidad aguda ni se detectaron teratomas durante el examen macroscopico y
microscopico post-mortem a los 4 meses de la dosis.

-Eliminacion/diseminacion

La biodistribucion viral y la eliminacion estan siendo evaluadas en estudios preclinicos en roedores y
en caninos, y los datos estaran disponibles antes de comenzar la dosificacion en humanos.
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ATX-2a utiliza una capside de AAV recombinante (DJ), que es altamente similar a AAV2. La
eliminacion de AAV2 ha sido extensamente evaluada en clinica en el contexto de dosificacion
intravenosa (IV) e intramuscular (IM).

AAV2 se elimina principalmente por orina, heces y semen, y la cantidad de eliminacién esta
correlacionada con la cantidad de AAV presente en la circulacion. Se espera que la dosificacion
intraarticular en la rodilla humana resulte en una cantidad de particulas AAV en circulacion sistémica
de 10 a 100 veces menor en comparacion con la dosificacion intravenosa. Ademas, se anticipa que los
patrones de eliminacion sean similares a los observados tras la dosificacion intramuscular (IM) en la
pierna. En un estudio donde se administraron particulas virales de AAV2 por via intramuscular en el
musculo de la pierna humana, se detectd eliminacion viral en la orina inicamente durante las primeras
24 horas posteriores a la dosis. No se detectd eliminacion en las heces ni en el semen.

El transgen viral recombinante derivado del candidato clinico de AAV sera detectado mediante un
ensayo de PCR Digital Droplet (ddPCR), una tecnologia para cuantificacion en punto final.

Fuera del huésped humano, las particulas virales pierden viabilidad progresivamente en funcion de las
condiciones fisicas y quimicas del entorno.

Factores como la exposicion a temperatura ambiente, la radiacion UV, la variabilidad del pH, la
presencia de detergentes y enzimas proteoliticas afectan negativamente a la integridad de la cépside
viral, reduciendo su estabilidad estructural. En medios como agua, suelo o superficies expuestas, se
espera una rapida degradacion bioldgica o inactivacion fisica.

-Teniendo en cuenta el resultado de la evaluacion del riesgo para los profesionales de la salud y/o
contactos cercanos del sujeto del ensayo clinico (incluidos los grupos vulnerables):

Se han definido estrategias especificas para mitigar los posibles riesgos para terceros y para el medio
ambiente asociados al uso clinico del vector ATX-2a (AAV-DJ), en todas las etapas del proceso,
desde la preparacion del producto hasta la manipulacion de muestras biologicas del paciente tras la
administracion. Estas medidas siguen los principios de contencién bioldgica aplicables a
medicamentos de terapia génica no replicativos y cumplen con los requisitos establecidos para
organismos modificados genéticamente en ensayos clinicos.

1. Prevencion de la exposicion durante la preparacion, manipulacion y administracion del producto:

. El producto se presenta en formulacion estéril y lista para su administracion, sin necesidad de
reconstitucion ni mezclas, lo que reduce el riesgo de exposicion accidental.

. La preparacion y administracion del vector se realizard por personal sanitario debidamente
formado en el manejo de medicamentos de terapia génica y en buenas practicas de contencion
biologica.

. La administracion intraarticular se efectuard en condiciones asépticas, en areas clinicas con
acceso restringido, empleando equipo de proteccion individual (EPI) adecuado: guantes, bata
desechable, proteccion ocular.

. El material en contacto con el producto (jeringas, viales, gasas, agujas) se considerara residuo
biologico con OMG vy serd eliminado siguiendo los protocolos especificos para este tipo de productos.

2. Medidas durante la manipulacién de muestras del paciente tras la administracion:

. Aunque no se han detectado problemas de biodistribucién en modelos preclinicos y no se
dispone de evidencia actual de excrecion significativa, como medida de precaucion, se aplicaran
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medidas de contencion biologica equivalentes al nivel de bioseguridad 2 (BSL-2) durante la
manipulacion de muestras bioldgicas (sangre, orina, heces, liquido sinovial) recogidas en los primeros
14 dias tras la administracion.

. Las manipulaciones deberan realizarse por personal cualificado, utilizando EPI adecuado
(guantes, bata, mascarilla o pantalla facial si hay riesgo de salpicadura), y preferentemente en cabinas
de seguridad bioldgica tipo II si se requiere apertura de tubos con fluidos.

. Todo el material de desecho derivado de la manipulacién de estas muestras sera tratado como
residuo biologico de riesgo con OMG y eliminado conforme a los procedimientos establecidos por la
normativa nacional.

3. Recomendaciones al sujeto del ensayo y a sus contactos cercanos:

. Los sujetos del ensayo recibirdn instrucciones claras (orales y por escrito) sobre las medidas
higiénicas a seguir tras la administracion del producto, especialmente durante los primeros 14 dias.

. Se recomendard evitar el contacto directo de fluidos corporales (por ejemplo, sangre o
secreciones) con otras personas, y no compartir objetos personales que puedan estar contaminados
(toallas, apdsitos, ropa interior).

. En caso de convivencia con personas inmunodeprimidas, embarazadas o nifios pequefios, se
reforzarédn las precauciones generales durante este periodo.

4. Restricciones relativas a la donacion de sangre, células, tejidos u 6rganos

. Se establecera una restriccion permanente a la donacion de sangre, células, tejidos u o6rganos
por parte de los sujetos que reciban ATX-2a, como medida preventiva ante la posibilidad teorica de
presencia residual del vector.

. Esta restriccion se aplicara salvo que, en el futuro, existan datos adicionales que demuestren la
ausencia total de riesgo y permitan su reevaluacion.

Esta informacion ya se incluye explicitamente en el protocolo y en el consentimiento informado del
ensayo clinico.

-Teniendo en cuenta el resultado de la evaluacion del riesgo para el medio ambiente:

Dado que el vector ATX-2a es un organismo modificado genéticamente (AAV-DJ no replicativo), se
han implementado medidas especificas para minimizar el riesgo de liberacion involuntaria al medio
ambiente durante su uso clinico. Las estrategias adoptadas se centran en la prevencion de su excrecion
y eliminacion inadecuada, asi como en la correcta gestion de residuos.

Las principales medidas aplicadas son:

. Administracion localizada y controlada: el producto se administra por via intraarticular como
dosis Unica, lo que limita la posibilidad de diseminacion sistémica y excrecion a través de fluidos
corporales.

. Seguimiento y manipulacion de muestras: aunque no se esperan niveles relevantes de
excrecion, se aplicaran precauciones reforzadas durante los primeros 14 dias tras la administracion,
utilizando protocolos de contencion bioldgica de nivel 2 (BSL-2) para la manipulacion de muestras
clinicas (sangre, orina, heces, liquido sinovial), seglin lo descrito en el protocolo.
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. Gestion de residuos clinicos: todo el material que haya estado en contacto con el vector
(viales, jeringas, gasas, tubos) sera considerado residuo bioldgico con OMG y eliminado conforme a
la normativa vigente para residuos sanitarios que contienen organismos modificados genéticamente.

. Recomendaciones al paciente: se proporcionara al sujeto del ensayo informacion clara sobre
las medidas higiénicas a seguir tras la administracion, incluidas pautas para evitar el contacto directo
de fluidos corporales con otras personas o con el entorno durante el periodo de precaucion.

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).

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 informacion sera condicion indispensable para la concesion de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid a 6 de noviembre 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

