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Titulo del ensayo

Estudio de fase 1b para evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia preliminar de
ATP150/ATP152, VSV-GP154 y ezabenlimab (Bl 754091) en pacientes con adenocarcinoma
pancredtico ductal (PDAC, por sus siglas en inglés) con las mutaciones KRAS G12D/G12V, del
promotor AMAL Therapeutics S.A.

Esta solicitud se refiere a un medicamento en investigacion, VSV-GP154, que forma parte de una
combinacion triple (ATP150/ATP152, VSV-GP154 y ezabenlimab) en una estrategia heterdloga
clinica de induccion y refuerzo (prime-boost).

ATP150 y ATP152 son proteinas quiméricas compuestas de tres elementos: un péptido de penetracion
celular que mejora la administracion de la vacuna; un dominio antigénico multiple (Mad), que es una
proteina quimérica disefiada racionalmente con diferentes epitopos CD8 y CD4 de distintos antigenos
tumorales especificos; y un péptido que confiere actividad autoadyuvante a la vacuna. El principio
activo es una inmunoterapia disefiada que se utiliza en una pauta heter6loga de induccion y refuerzo
con VSV-GP154.

Caracteristicas del ensayo

En el ensayo participaran START Madrid CIOCC — HM Sanchinaro, START Madrid — FID-Hospital
Fundacién Jiménez Diaz, el Hospital General Universitario Gregorio Marafion y el Instituto de
Oncologia Vall d’Hebron (Hospital San Rafael).

Los pacientes recibiran una dosis intravenosa unica de 10’ DICT50 de VSV-GP154 mientras se
encuentren en el entorno clinico.

Caracteristicas del organismo modificado genéticamente

El OMG, VSV-GP154, es un virus de la estomatitis vesicular (VSV; cepa Indiana, Rhabdoviridae)
recombinante y con capacidad de replicarse, que porta la glicoproteina (GP) de la cepa WE-HPI no
neurotropica visceral del virus de la coriomeningitis linfocitica (VCML; Arenaviridae) en lugar de la
glicoproteina VSV-G natural y, ademas, un gen que codifica el dominio multiantigénico (Mad),
compuesto por secuencias que codifican péptidos antigénicos tumorales, integrado en su genoma de
ARN monocatenario lineal de sentido negativo.

La GP del VCML anula la neurotoxicidad incluso después de la inyeccion directa de dosis altas de
VSV-GP directamente en el cerebro.

El dominio multiantigénico de VSV-GP154 se incluye para aumentar al maximo una respuesta
inmunitaria contra los antigenos tumorales incluidos.

Los vesiculovirus, como virus ARN monocatenarios de sentido negativo, utilizan su propia
polimerasa para generar ARNm que codifican las proteinas virales, asi como genomas genémicos y
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antigenomicos para su replicacion. El transgén insertado en el VSV-GP154 utiliza el mismo
mecanismo viral y los mismos elementos reguladores que emplea el virus para producir las proteinas
virales.

Organismo receptor

El VSV es un virus de ARN monocatenario negativo (ARNmc(-)) que pertenece al género de los
vesiculovirus de la familia Rhabdoviridae. El genoma del VSV consta de cinco proteinas principales:
nucleocapside o ribonucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina de la matriz (M), glicoproteina
(G) y proteina grande o polimerasa (L). La proteina G forma espiculas en la envoltura e interviene en
el reconocimiento y la fusion celular, permitiendo la entrada del virus. La proteina M participa en el
ensamblaje del virus y la gemacion de particulas, asi como en la evitacion de la respuesta inmunitaria
innata de la célula huésped. La proteina N determina el entorno nuclear resistente a la ribonucleasa al
dar soporte al ensamblaje del genoma viral en el nacleo de la nucleocépside y regular el cambio de la
sintesis de ARNm a la replicacion del genoma. Las proteinas P y L se combinan para catalizar la
reaccion de la ARN polimerasa dependiente de ARN para producir la plantilla positiva de la cadena,
el ARN genomico y facilitar la transcripcion de los ARNm en el orden secuencial de N-P-M-G-L.

La gama de huéspedes esta determinada principalmente por la glicoproteina (GP) de la envoltura. La
gama de huéspedes del VSV-GP se ha demostrado experimentalmente para roedores y conejos (in
VvivO) e, in vitro, para perros y seres humanos.

Modificacion genética

Se utilizé un plasmido que contenia la secuencia de los antigenos Mad como plantilla en una reaccién
de PCR con cebadores especificos para la parte respectiva del dominio Mad, asi como proyecciones
correspondientes al VSV-GP en los extremos 5° y 3’ del lugar de insercion, respectivamente. A
continuacion, se insertd el producto de PCR en el plasmido de rescate VSV-GP linealizado. El
plasmido resultante se amplifico, secuencid y utilizd para el proceso de rescate.

El VSV-GP154 se rescatd mediante genética inversa de un plasmido que codificaba el genoma de
longitud completa del VSV-GP y la secuencia de codificacion de los antigenos Mad, utilizdndose
plasmidos auxiliares adicionales que codifican la proteina N, P, M, L y la RNA polimerasa T7. Se
transfectaron células HEK293-F adaptadas-adherentes. El virus recuperado del rescate se sometié a
pases en células HEK293-F y se secuencid. El clon seleccionado se expandid, caracterizd
(secuenciacion de Sanger, cinética de crecimiento viral, ensayos de esterilidad, negatividad para
micoplasmas e identidad).

Evaluacién del riesgo. Identificacién de riesqgos potenciales

-Patogenicidad

VSV y VSV-GP no se consideran patdgenos humanos. Respecto al VSV se ha comunicado que los
seres humanos que viven en regiones enzodticas tienen una elevada tasa de seroprevalencia y que el
contacto intimo con animales infectados puede provocar la infeccion de seres humanos, con sintomas
seudogripales. Se cree que la transmision a los seres humanos tiene lugar por contacto directo con
lesiones activas o saliva que contiene VSV infeccioso. No hay casos de seres humanos que hayan
transmitido la infeccion a otros seres humanos o animales, aunque es probable que se produzca
transmision a través de equipos, manos, guantes y ropa contaminados. Los veterinarios, técnicos de
salud animal, manipuladores de ganado, personal de laboratorio y otras personas que trabajan
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estrechamente con animales infectados o virus vivos corren un mayor riesgo. No obstante, la mayoria
de las personas seropositivas no han tenido enfermedad clinica o han manifestado sintomas leves
(habitualmente, un sindrome seudogripal leve).

Cabe esperar que el VSV-GP presente las mismas caracteristicas, salvo que no es patégeno para el
ganado. Se eligio la glicoproteina WE-HPI del VCML para sustituir a la proteina G del VSV porque
se habia descrito que no permitia la entrada en las neuronas. Posteriormente se demostré de forma
experimental que dicho intercambio anula la neurotoxicidad.

El perfil de seguridad neurotoxicoldgica del VSV-GP deriva de estudios in vivo en ratones e in vitro
en células humanas.

Se ha demostrado experimentalmente que el intercambio de GP conduce a la anulacion de la
neurotoxicidad. Se inyectaron dosis crecientes de VSV-GP o de VSV directamente en el cerebro de
ratones modelos de neurotoxicidad altamente sensibles.

Ademas, se realizaron analisis histopatologicos de los cerebros de los ratones inyectados
intracranealmente con una variante de VSV o VSV-GP que expresaba proteina verde fluorescente
(GFP). Como era de esperar, los ratones tratados con VSV-GFP mostraron focos de infeccién en el
cerebro con un numero significativo de células apoptéticas y células inflamatorias infiltradas. Por el
contrario, los cerebros tratados con VSV-GP-GFP no mostraron células positivas para GFP en
ninguna de las dosis probadas.

Se considera que VSV-GP conserva otras propiedades virales, como la sensibilidad al interferon
mediada por el VSV. La transmision accidental, aunque improbable, podria causar una infeccion
asintomdtica o sintomdtica (sintomas ‘“‘seudogripales”) en sujetos con un sistema inmunitario
funcional y una infeccion sintomatica en sujetos inmunodeprimidos (inmunodeficiencias innatas o
adaptativas).

Cabe esperar que el pantropismo del VSV-GP se mantenga en el VSV-GP154.

El esqueleto del VSV es el que confiere, en su mayor parte, las propiedades patégenas del VSV-
GP154, a excepcion del neurotropismo, que se asocia a la proteina G.

El VSV-GP154 es un virus ARN que se replica en el citoplasma, por lo que no cabe esperar
integracion en el genoma de las células expuestas ni oncogenicidad. En la infeccion viral no se
producen otros componentes distintos del propio virus y del transgén. No cabe esperar viremia, ya que
se prevé que la replicacion del VSV-GP154 se vea suprimida en los tejidos normales por una
respuesta de IFN antiviral, lo que da lugar a una infeccion abortiva.

-Biodistribucion y excrecion del vector clinico (Shedding).

El dominio Mad de VSV-GP-154 esta constituido por genes que codifican los antigenos tumorales.
No se espera que estos antigenos seleccionados a tenor de su asociacion con tumores e
inmunogenicidad alteren o determinen la posible distribucion tisular del vector viral. Se dispone de
datos de biodistribucion del virus parental VSV-GP en ratones, de datos de excrecion del VSV-GP en
ratones portadores de tumores, COnejos y perros sanos, ausencia de transmision en ratones y datos de
excrecion del VSV-GP128 (se diferencia de VSV-GP154 en su carga antigénica, Mad) en macacos de
Java.

El VSV-GP154 no se ha estudiado especificamente en entornos preclinicos para evaluar su excrecion,
transmision y patogenicidad. A tenor de la naturaleza de la carga de VSV-GP154 (que no interviene
en la estructura viral), la infectividad y el tropismo del VSV-GP154 no son diferentes de los del VSV-
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GP o VSV-GP128. Dado que la carga no afecta a la estructura del virus y que la cinética de
replicacion in vitro ha demostrado ser comparable, los datos obtenidos con VSV-GP y VSV-GP128 se
pueden aplicar a VSV-GP154.

En conjunto, los datos preclinicos indicarian que VSV-GP154 se controla y elimina rapidamente y
que no cabe esperar diseminacion de virus infeccioso. Ademas, incluso en caso de diseminacion
accidental al medio ambiente, cabe prever que el VSV-GP y sus variantes, como VSV-GP154, sean
seguros para el ganado en comparacion con el VSV de tipo natural.

Respecto a los datos clinicos, el vector VSV-GP128 se esta investigando actualmente en un estudio
clinico. Hasta el momento en las muestras analizadas de orina, frotis nasales y de mucosa yugal no se
ha detectado excrecion de virus infeccioso a los 7 dias de la administracion.

Manipulacion, control v tratamiento de residuos

El VSV-GP154 se conservara en el embalaje original en una zona de acceso limitado a la temperatura
especificada en la etiqueta del farmaco.

Las jeringas preparadas deberan cerrarse con un tapdn y transportarse en un doble acondicionamiento;
el acondicionamiento exterior debe ser un recipiente hermético y resistente a los golpes o equivalente,
disefiado y construido de forma que sea facilmente descontaminable y manejable, y de modo que la
carga, la adhesion y la descarga puedan llevarse a cabo sin dafar el acondicionamiento primario.

Ademas, el signo de riesgo bioldgico debe ser visible en el exterior y debe haber una cantidad
suficiente de material absorbente en el interior durante el transporte para poder absorber la cantidad de
material biologico (liquido) que podria liberarse en caso de producirse un incidente (caida).

El personal de farmacia debe utilizar equipo y materiales de proteccion, como minimo, guantes de un
solo uso, bata y una cabina de bioseguridad de clase I1, con uso de una técnica estéril.

Tras el alta del paciente, las superficies potencialmente contaminadas (p. €j., equipamiento del bafio
[grifo, inodoro, lavabo, etc.], muebles de la habitacion [mesilla, mesa, silla], suelo, barandillas, etc.)
deben desinfectarse siguiendo los procedimientos de los centros hospitalarios aplicables de limpieza.

Si el medicamento en investigacion sobrante no se devuelve al promotor, se gestionara en todos los
centros participantes en el ensayo como residuo biol6gico peligroso o del grupo Il1.

Todos los materiales de los pacientes deberdn manipularse como articulos infectados. Para su
eliminacién deberan descontaminarse mediante esterilizacion con vapor de agua, desinfeccion
quimica o incineracion.

Todos los materiales que entren en contacto con el OMG deben eliminarse como residuos bioldgicos
peligrosos o del grupo 111, de acuerdo con la legislacion.

Para el manejo de las muestras de pacientes a los que se ha administrado el OMG se aplicaran
medidas de bioseguridad para riesgo biolédgico de tipo 2 (BSL-2).

El transporte de las muestras debera realizarse siempre en contenedores hermeticos, resistente y de
facil limpieza y desinfeccion.

Se tomaran las siguientes muestras no rutinarias en los momentos descritos, frotis de mucosa yugal y
nasales, muestras de sangre completa. Todos los analisis se realizaran en laboratorio externo, fuera de
Espana.
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Se daran instrucciones a los pacientes para evitar la diseminacion del OMG.

En el caso de que se produzca cualquier incidencia o accidente se deberad 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 remitira 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 condicidon indispensable para la concesion de futuras
autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid a 3 de mayo de 2023
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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
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