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DE VIRUS ADENOASOCIADOS MODIFICADOS GENETICAMENTE
(Notificacion B/ES/21/16)

Titulo del ensayo

Estudio clinico aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, multicéntrico,
ininterrumpido, adaptativo, de seguridad y bdsqueda de dosis en fase 11l de la transferencia
génica mediada por VAA con UX701 para el tratamiento de la enfermedad de Wilson, del
promotor Ultragenyx Pharmaceutical Inc.

Caracteristicas del ensayo

El promotor propone un periodo de liberacion de marzo de 2022 hasta mayo de 2026.

Participard en el ensayo el Hospital Universitari Vall d’Hebron y el Hospital Universitari i
Politecnic La Fe de Valencia.

UX701 se administrara a pacientes de 18 afios de edad o ma&s, en una Unica infusidn
intravenosa. Segun las instrucciones del protocolo del estudio, los participantes que sean
asignados aleatoriamente a las cohortes de tratamiento con UX701 recibiran una de las
alternativas siguientes:

— Dosis 1: 5,0 x 10*? CG/kg,
— Dosis 2: 1,0 x 10*® CG/kg, o bien,
— Dosis 3: 2,0 x 10 CG/kg.

Caracteristicas del organismo modificado genéticamente

El OMG, UX701, consiste en particulas viricas del virus adenoasociado de serotipo 9 (VAA9)
recombinante sin capacidad de replicacion que incluye un casete de expresion con la secuencia
codificante humana ATP7B-MBD456 bajo el control de un promotor especifico del higado.
Dado el gran tamafo de la secuencia codificante de ADN natural ATP7B, se ha reducido el
tamafo del transgen para facilitar un empaquetamiento eficaz del genoma de longitud
completa, que contiene Unicamente los ultimos 3 de los 6 dominios de unién a metales (ATP-
MDB456).

Evaluacion del riesgo. Identificacion de riesgos potenciales.

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

La presencia de virus adenoasociados competentes para la replicacion (AAVcr), se analiza
mediante la trasducion d células HeLa con el OMG en presencia o ausencia del Adenovirus de
tipo silvestre. Se realizan tres rondas sucesivas de amplificacion virica. Los AAVcr se detectan
mediante PCR cuantitativa (QPCRc) en tiempo real, amplificando tres secuencias: 2
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especificas para el ADN de rep2 y cap9 del AAV, y una para un gen endogeno de las células
HelLa (albumina humana).

Si el nimero de copias de rep2 y/o cap9 por célula es >10 al menos en una de las tres rondas

de amplificacion, se confirma la replicacion y los datos se notifican como “Detectadas en 1 x
10 CG™.

Si la muestra de prueba da negativo para secuencias rep2 y cap9, los datos se notifican como
“Ninguna detectada en 1 x 108 CG”.

El anélisis de AAVcr se realiza durante la liberacion del principio activo ya que las lineas
celulares solo se transducen transitoriamente en cada lote de farmaco nuevo,

-Estabilidad

El virus adenoasociado es un virus de ADN monocatenario con una gran estabilidad genética,
segun pone de manifiesto la estrecha relacion existente entre los genes rep y cap de numerosos
serotipos del AAV. Por lo general, el grado de conservacion de la secuencia génica del gen rep
es mayor que el de cap, si bien suele ser >90 % y >80 %, respectivamente. EI AAV utiliza
para la replicacion ADN polimerasas del hospedador virico que se caracterizan por una
elevada fidelidad de polimerizacion del ADN vy actividad exonucleasa de correccion de errores
adicional, lo cual se traduce en una tasa de errores de replicacion muy baja en comparacion,
por ejemplo, con las ARN polimerasas utilizadas por los virus de ARN.

Se espera, por tanto, que UX701 también sea genéticamente estable. Ademas, cada lote del
farmaco UX701 se someterd a analisis. Dichos analisis, que pueden utilizarse como
marcadores indirectos de la estabilidad genética, incluyen:

— La identidad del genoma: EI genoma del vector UX701 contiene la secuencia codificante
ATP7B humana funcional, que se verifica a través de un analisis de reaccion en cadena de
la polimerasa digital en goticulas (RCPdg) dirigido a la region exclusiva del genoma de
UX701. Todos los lotes del principio activo se someten a esta prueba.

— Identidad de la cépside: Se utiliza el método de la cromatografia liquida-espectrometria de
masas (LC-MS) para verificar la identidad del serotipo del AAV9 mediante un anélisis de
masa exacto de cada una de las proteinas viricas (PV) que componen la particula del
AAV. Todos los lotes del principio activo se someten a esta prueba.

— Secuenciacion del ADN del genoma del vector: Esta prueba se realiza para confirmar la
fidelidad de la secuencia del ADN empaquetado. La secuencia se ha confirmado y no se
han descubierto variaciones de la secuencia de referencia en la region codificante de dos
lotes. No se han secuenciado otros lotes.

-Biodistribucion y excrecion del vector clinico (shedding).

Los datos en ratones, perros, primates no humanos y seres humanos indican que la integracién
de vectores de AAV en el genoma del hospedador es un acontecimiento infrecuente, y la
mayoria del vector se encuentra en forma de episomas concateméricos. A diferencia de los
vectores retroviricos, que codifican proteinas viricas para crear rupturas bicatenarias, cuando
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se produce la integracion del AAV, lo hace en rupturas cromosémicas preexistentes. Los
resultados de la integracién son deleciones en las ITR del AAV y duplicaciones de las
secuencias del hospedador. Teniendo en cuenta el tropismo tisular del AAV9 y los resultados
de los estudios preclinicos, el mayor potencial de integracion se encuentra dentro de los
hepatocitos. En estudios con animales y muestras humanas, no se ha establecido una
correlacion clara entre la integracion gendmica del AAV recombinante y el desarrollo de
carcinoma hepatocelular. Ademas, la proteina transgénica no es un factor de proliferacion que
pueda promover la progresién tumoral, y no estd implicada en vias biologicas capaces de
iniciar carcinogénesis, como los oncogenes.

Se llevo a cabo un estudio de biodistribucion y toxicidad en ratones adultos C57BL/6J para
caracterizar la posible toxicidad y biodistribucién de UX701 después de una dosis i.v. Unica.
Las dosis media y alta administradas son aproximadamente 3 y 10 veces superiores a la dosis
clinica mas alta propuesta, respectivamente.

La biodistribucién se evalud a la dosis media debido al potencial de saturacion hepatica de
UX701 con la dosis alta. Se observéd que el ADN del genoma del vector UX701 se distribuy6
ampliamente en todos los tejidos examinados desde el dia 4 hasta el dia 92, excepto en sangre
completa, que no tenia concentraciones medibles en el dia 92. El higado contenia el nivel mas
alto de genomas del vector en todos los puntos temporales. Las copias del genoma del vector
presentes en el higado persistieron en general a lo largo de todo el estudio. En todos los demas
tejidos, incluidas las génadas, se observé una disminucion de la concentracion de ADN del
genoma del vector UX701 entre el dia 4 y el dia 92.

Respecto a la expresion de ATP7B-MBD456, se hallaron concentraciones medibles de ARNm
de ATP7B-MBDA456 en el higado en los 3 puntos temporales. La expresion en otros tejidos fue
esporédica.

No se han realizado estudios preclinicos para evaluar la excrecién de UX701.

Durante el ensayo se evaluard la excrecion del vector en saliva, orina y heces. A todos los
sujetos aleatorizados en la etapa 1 se les recogeran muestras de saliva, orina y heces para
analizar la excrecién del vector en puntos temporales especificados y hasta que se seleccione
una dosis para la etapa 2.

Posteriormente, se les seguira recogiendo cada tipo de muestra a los sujetos en los puntos
temporales especificados, hasta que se obtengan al menos 3 resultados negativos consecutivos
de ese tipo de muestra.

Los ensayos clinicos con otras terapias génicas con AAV han mostrado que se produce una
excrecion transitoria del vector tras la administracion intravenosa de vectores de AAV
recombinantes; sin embargo, se espera que los riesgos asociados a la excrecion del vector sean
insignificantes. EI AAV de tipo silvestre no es patdgeno y no puede replicarse sin un virus
auxiliar.

Manipulacion, control y tratamiento de residuos

La preparacion y almacenamiento del medicamento en investigacion se realizara en el Servicio
de Farmacia de los centros hospitalarios que participan en el ensayo. Se almacenara en un
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congelador seguro a una temperatura controlada de -60 °C o mas bajo, al que solo tendra
acceso el personal autorizado del estudio.

La preparacion del medicamento en investigacion se realizara en cabina de bioseguridad de
clase Il por personal cualificado.

Para el transporte interno los viales del medicamento en investigacion se colocaran en una
bolsa cerrada herméticamente dentro de un envase con paredes laterales duras a prueba de
vertidos.

Se deben utilizar equipos de proteccién individual (EPI) estandarizados, segin requerimiento
de promotor. Como minimo, los EPI deben incluir una bata desechable que se cierre por atras,
gafas de seguridad, gafas protectoras o una pantalla de seguridad anti-salpicaduras para
proteger de fluidos corporales, guantes, gorro quirurgico y pantuflas.

Las muestras de los pacientes se mantendran al servicio del Investigador Principal siguiendo
las instrucciones indicadas en el manual del laboratorio del estudio hasta su envio al
laboratorio central.

Los materiales fungibles (incluidos, entre otros, los guantes, las mascarillas, las jeringuillas,
las agujas y los tubos) y todos los materiales desechables que entren en contacto con el
medicamento en investigacion deberan desecharse de acuerdo con las practicas de cada centro
para materiales infecciosos.

Los materiales no desechables deberan descontaminarse utilizando un desinfectante apropiado,
como hipoclorito de sodio al 1%, glutaraldehido al 2% o dodecilsulfato de sodio al 0,25%. Se
pueden usar desinfectantes equivalentes disponibles en el centro si son efectivos contra AAV.

Los residuos liquidos se deben descontaminar y desechar usando un desinfectante quimico
apropiado o autoclave. Los desinfectantes que son eficaces contra AAV incluyen hipoclorito
de sodio al 1%, glutaraldehido al 2% y dodecilsulfato de sodio al 0,25%; Se pueden usar
desinfectantes equivalentes disponibles en el sitio de investigacion si son efectivos contra
AAV.

Una vez efectuado el recuento del farmaco del estudio, los viales de medicamento en
investigacion usados y sin usar deben devolverse al proveedor responsable del almacén clinico
y del envio o descontaminarse utilizando desinfectantes disponibles o con autoclave.

En caso de liberacion accidental del contenido de algin vial de UX701 o del producto diluido
para infusiéon y de que entre en contacto con materiales de transporte o superficies, el vertido
debera descontaminarse utilizando un desinfectante apropiado, como hipoclorito de sodio al
1%, glutaraldehido al 2% o dodecilsulfato de sodio al 0,25%; Se pueden usar desinfectantes
equivalentes disponibles en el centro de investigacion si son efectivos contra AAV.

Las instrucciones para los pacientes recogen las medidas de higiene que deben seguir para
evitar la diseminacion del OMG
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En el caso de que se produzca cualquier incidencia o accidente se debera informar de
manera inmediata a la Comisién 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 remitira un informe de resultados del mismo al Consejo
Interministerial de OMG (CIOMG) y a la Comision Nacional de Bioseguridad (CNB). En este
informe se debera incluir informacion sobre las posibles incidencias, si las hubiera. La
remision de esta informacion serd condicion indispensable para la concesion de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid a 29 de septiembre de 2021
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