Terapias genéticas. Uso en miocardiopatia
arritmogeénica.

La genética se ha convertido en un factor importante en el diagndstico y el tratamiento
de miocardiopatia arritmogénica. En los ultimos afios se ha puesto especial énfasis en
el diagndstico de esta enfermedad con la genética.

Ahora se abren nuevas opciones para poder usar esta informacién genética para
alterar el curso de la enfermedad y obtener una cura potencial.

1. ¢, Qué es la terapia génica?

Las células usan la informacién contenida en el ADN para llevar a cabo sus funciones.
El ADN (los genes) contienen las instrucciones codificadas para generar las proteinas
gue realizan todas las funciones en la célula.

En el ndcleo de la célula se encuentran los cromosomas (23 pares), formados por el
ADN. Los genes son fragmentos de ADN que contienen las instrucciones para que el
cuerpo sintetice una proteina. Las instrucciones dependen de la secuencia de bases
nitrogenadas que contenga. En el nlcleo tiene lugar el proceso de transcripcion que a
partir de la secuencia de ADN de los genes genera el ARN mensajero. Este se
transfiere a los ribosomas, donde tiene lugar el proceso de traduccién en proteinas.
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Al replicarse el ADN en los seres vivos pueden producirse mutaciones (cambios en la
secuencia de bases nitrogenadas). Si tenemos un cambio en el ADN (mutacion o
variante patogénica) esto conduce a defectos en la generacion de la proteina
correspondiente. Asi podemos tener una funcion reducida de la proteina o una pérdida
total de funcién que conducen a una enfermedad.
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Las terapias génicas van a la causa raiz. Se trata de reparar el error en el material
genético para tratar o prevenir una enfermedad. Se puede hacer de varias formas:

a) Reemplazar un gen que esta causando una enfermedad
b) Reparar un gen para que no cause una enfermedad
c) Deshabilitar (apagar) un gen que esta causando una enfermedad

d) Anadir un gen que ayude al cuerpo a luchar contra una
enfermedad

Ampliaremos informacion sobre la primera opcion, que es la que va a usarse en los
ensayos clinicos de miocardiopatia arritmogénica.

Estas terapias se han estado desarrollando durante los ultimos 20-30 afios. Hoy hay
mas de 3500 ensayos clinicos realizados o0 en curso, mayoritariamente relacionados
con el cancer. Un 5% se refieren a ensayos clinicos en enfermedades
cardiovasculares

2. ¢ Como funciona la terapia génica?

El objetivo es introducir en los pacientes las cadenas de ADN que van a reemplazar a
los genes defectuosos.

Hay varias formas de hacerlo, introducir el ADN desnudo tiene una baja efectividad.

En los ensayos que estan actualmente en marcha se utilizan vectores virales (virus
gue son muy eficientes en infectar a los humanos e introducirles su ADN), esto
aumenta la eficiencia de la introduccién de genes.

El virus mas adecuado que ha emergido en los ultimos afios es el virus adenoasociado
(AAV)
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Se han conseguido éxitos en este tipo de terapias génicas. Estan aprobadas
actualmente por la FDAy estan siendo administradas para la Atrofia muscular espinal
y para formas genéticas de alteraciones de retina

Hay actualmente varios ensayos clinicos funcionando con AAV (para enfermedades
musculares, del sistema nervioso, ocular, metabdlico y cardiovascular)

En cuanto a cardiopatias se esta probando para cardiopatia hipertréfica (ensayoTN-
201), miocardiopatia dilatada y miocardiopatia arritmogénica (ensayo TN-401, gen
PKP2), fallo cardiaco asociado con distrofia muscular y ataxia de Friedreich.
Proximamente se iniciaran en QT largo y CVPT (catecolaminérgica). Varias compafiias
estan trabajando en ello (en USA por ejemplo Tenaya therapeutics, Lexeo y Rocket
Pharma.

Rocket Pharma. Ha comenzado en 2023 un ensayo clinico de fase Il con 12 pacientes
varones en terapias cardiacas en enfermedad de Danon (enfermedad ligada al
cromosoma X, mas grave en varones. Provoca cardiopatia hipertrofica y otros
sintomas sistémicos).

a) Ventajas de AAV

e Es un virus no patégeno, la infeccién por AAV no esta asociado con
enfermedad en humanos

e Tiene una replicacion deficiente, no puede replicarse por si mismo

e Crea una baja respuesta inmune

e Conduce a una larga duracion de la expresion del gen

e Las células que tienen division activa son mas faciles de infectar por los virus
en general. El virus AAV es eficiente infectando células con division activa y sin
divisién activa. Esto es interesante para las células del corazén, que no tienen
divisiéon activa (no se dividen después de la diferenciacion).

e Hay bajo riesgo de integracién en el genoma (la integracion en el genoma
tendria riesgos como la desactivacién de algunos genes de supresion tumoral)




b) Inconvenientes-retos de AVV

e Tiene una baja respuesta inmune, pero no nula. Asi que hay un porcentaje de
personas con inmunogenecidad por exposicion previa a la capside de AAV.
Las personas con anticuerpos previos a AAV pueden estar imposibilitadas de
participar en los ensayos clinicos de estas terapias. Estos anticuerpos pueden
inactivar el virus antes de que realice la introduccién de los genes

e Sabemos como introducir el gen en la célula, pero no como parar la replicacion
si el efecto no es el deseado. Por el momento no hay una via para apagarlo

e Este virus tiene una pequefa capacidad de almacenaje (es posible introducir
cadenas pequefias, como PKP2, pero de momento no otros genes)

¢ Interés de los pacientes en participar en los ensayos y precio posterior del
producto

Caso de éxito: Atrofia muscular espinal (SMA)

Es una enfermedad autosémica recesiva, se produce por diferentes mutaciones del
gen SMN1 (un 95% mutaciones que provocan la delecion e impiden fabricar la
proteina SMN, el otro 5% una delecién y otra mutacion distinta)

Son nifios que nacen débiles y no consiguen andar ni alcanzar otros hitos como el
resto de bebés, suelen morir antes de los dos afios. Con una inyeccion de AAV se han
conseguido curaciones. Una inyeccion simple cuesta 2,1 millones de ddlares
(actualmente es la medicacion mas cara existente).

Acceso del gen al corazon

e Seleccibn de serotipo: hay diferentes serotipos de AAV. , Cada uno de ellos
accede mejor a diferentes érganos. Aungue no son 100 % especificos si
predomina el acceso a 6rganos determinados. En el caso del corazén se usa
AAV9.

AAV serotypes for tissue-targeted delivery
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e Para ganar especificidad, la expresion del gen es dirigida por un promotor que
apaga y enciende el gen. Se escoge un promotor que se active solo en el
corazon.




e Laterapia genética se puede administrar de forma sistémica y esperar que
alcance el corazén o directamente intraventricular para asegurar un mayor nivel
del virus en el érgano de interés

3. Ensayos clinicos de terapia génica en miocardiopatia
arritmogeénica.

¢, Como se desarrolla un ensayo clinico?

Cualquier farmaco en desarrollo deberia pasar por varias fases

e Fase preclinica (antes del ensayo en humanos). Testeo de la efectividad de la
droga
e Fase clinica (ensayo en humanos)
o Fase | (andlisis de seguridad): administracion a voluntarios sanos
o Fase Il (andlisis de eficacia): administracién a un pequefio grupo de
enfermos
o Fase lll (confirmacion del beneficio en un grupo grande de pacientes
e Comercializacion
o Fase IV (vigilancia de seguridad y efectividad, datos reales

En caso de las terapias genéticas hay alguna particularidad, se prescinde de la Fase |
por motivos éticos y se combinan las dos fases | y Il donde se estudia eficacia y
seguridad en pacientes (en este caso de miocardiopatia arritmogénica)

Riesgos de la terapia génica

El virus provoca una respuesta inmune, que depende de la dosis de virus
administrado. Esta respuesta inmune puede dar lugar a inflamacion y cambios en el
corazoén. Esto debe ser muy cuidadosamente monitorizado, no sélo por cardidlogos,
sino por un equipo experto en terapia génica capaz de monitorizar y reconocer
potenciales efectos secundarios de forma temprana y tratarlos (dado que existen
tratamientos efectivos para esos efectos)

Las dosis se van escalando, empezando por dosis pequefia y vigilando efectos
secundarios y analizando la eficacia

Existen revisiones independientes donde se enumeran los posibles efectos
secundarios que pueden ocurrir durante el periodo de ensayos clinicos

Terapia génica en miocardiopatia arritmogénica

Las mutaciones en el gen PKP2 son la causa mayoritaria de miocardiopatia
arritmogénica. Se calcula que un 50% de las miocardiopatias arritmogénicas de origen
genético conocido son por variables del gen PKP2 que codifica la placofilina-2 (una de
las proteinas que forma el desmosoma).

Es autosomico dominante (las mutaciones en heterocigosis pueden provocar la
enfermedad.

Los errores en el gen PKP2 pueden provocar una proteina de funcién deficiente o una
pérdida de funcioén (el gen con la mutacion no genera proteina). En este Ultimo caso se
puede producir haploinsuficiencia (proteina insuficiente, ya que solo un alelo es capaz




de producir proteina). Esta insuficiencia afecta a la estructura del desmosoma, que es
la estructura que mantiene unidas las células cardiacas.

Hay varios estudios en curso:

La terapia génica en PKP2 (TN-401 de Tenaya) introduce una copia funcionante de
PKP2 en los cardiomiocitos a través del vector AAV9, para asi conseguir restaurar los
niveles de placofilina-2 y evitar la muerte de cardiomiocitos por defectos en el genoma.

Se han realizado ya ensayos preclinicos exitosos en cardiomiocitos cultivados. Se ha
administrado la terapia génica a ratones con deficiencia inducida de PKP2 y se ha
conseguido frenar el deterioro cardiaco.

Se ha iniciado estudio en humanos de fase I/ll, para evaluar seguridad y eficacia
preliminar, inscribird hasta 15 pacientes en dos cohortes (30 de septiembre de 2024 —
hasta 2029). De momento el objetivo es mas bien preventivo (frenar-prevenir la
enfermedad), es improbable poder revertir la fibrosis o reemplazo graso ya
establecidos.

Otros estudios iniciados:

Lexeo Therapeutics ha iniciado un ensayo de Fase /1l 2024 a 2027 (10 personas).
Introduccién del gen PKP2 con vector viral

Rocket: PKP2 ensayo fase | seguridad aumento de dosis (9 personas)

Tenaya Estudio de seroprevalencia (200 personas), duracion hasta 2030 varias
ubicaciones Europa y USA. Fase 0. Identificacién de personas con genotipos
adecuados de PkP2 para los ensayos y andlisis de anticuerpos previos AAV9

¢, Quién es elegible para terapia génica?

Existen diferentes compafiias iniciando ensayos que tienen criterios de inclusion algo
distintos, pero los requisitos basicos son:

e Mayores de 18 afios

e Cumplir los criterios de diagnéstico de miocardiopatia arritmogénica

e Tener implantado un DAI y estar estables con la medicacién por lo menos los
30 dias anteriores

e Que la causa de la enfermedad sean las variantes de PKP2. Estas terapias son
las que estan actualmente en desarrollo. Es la causa genética mas comun de
miocardiopatia arritmogénica

¢ No tener anticuerpos por una infeccion previa con AAV (30% de la poblacion
los tienen)

e Evitar embarazos en 12 meses

o Estar dispuesto a participar en seguimiento a largo plazo, 5 o 6 afios de
seguimiento y visitas muy frecuentes, sobre todo al inicio

¢, Quién no es elegible para terapia génica?

e Personas incapaces de cumplir con el seguimiento

e Sintomas de fallo cardiaco (fallo severo del ventriculo derecho o fallo izquierdo
(fraccion eyeccion menor de 50)

e Participacion activa en deportes de competicion

e Enfermedades de higado o rifién




¢ Infeccion activa que requiera antibiéticos o antivirales

Otras cuestiones en estudio

e ;CoOmo tratar a personas con inmunidad preexistente a AAV? Hay estudios en
curso para ver la forma de neutralizar estos anticuerpos con inmunosupresion

e Establecer la dosis Optima de terapia génica y el uso de terapia
inmunosupresora para minimizar la respuesta inmune después de administrar
el virus (las diferentes compafias estan explorando diferentes soluciones)

o ¢ Cual es el estadio de la enfermedad 6ptimo para recibir la terapia génica? (de
momento se piensa que no antes de mostrar sintomas, pero antes de que la
enfermedad esté muy avanzada)

e ¢ Cuanto dura el efecto de una dosis de terapia génica? De momento no hay
respuesta.

e En el caso de que sea necesario redosificar, ¢sera posible o los anticuerpos lo
imposibilitaran?

Conclusiones

e Se trata de terapias prometedoras que podrian cambiar el curso de la
enfermedad.

e Actualmente la Unica forma de recibir estas terapias es participar en ensayos
clinicos.

e Parainformarse sobre estas terapias es necesario acudir a médicos/cientificos
especialistas en estos temas.

Anexo: un poco de historia de las terapias génicas.

El primer éxito en terapias génicas se consiguié en 1990 al conseguir curar de forma
definitiva una inmunodeficiencia grave provocada por déficit autosémico recesivo de
una proteina. Esta paciente esta actualmente sana.

En 1999 hubo una muerte de un joven en un ensayo, provocada por la respuesta
inmune a un vector viral. Esto provocé un frenazo en el desarrollo de la investigaciéon
de las terapias génicas.

Los retos planteados, que debian evaluarse/resolverse a largo plazo, eran la entrada
de los vectores virales a las células, la especificidad de los virus para actuar solo en
los tejidos diana, posibilidad de modificacién accidental del ADN, con posibles efectos
secundarios como cancer, actuacion del Sistema inmune nativo.

Durante este tiempo hubo grandes avances como la secuenciacion del genoma
humano y hubo un descenso de precios de la secuenciacién genética.

Se desarroll6 también en la técnica CRISPR-CAS9 (uso de moléculas bacterianas que
reconocen partes especificas de ADN o ARN y lo cortan). Esto es una defensa natural
gue tienen algunas bacterias contra las infecciones virales. De esta forma, se logra
reemplazar terapéuticamente zonas del ADN.

Se avanzo también en el cultivo de cardiomiocitos a partir de células madre.

Por ultimo, se identificaron nuevos virus Utiles para el uso como vectores de AND, el
AAV9 con especial afinidad por el corazon.




En los dltimos afios han aparecido nuevos estudios en terapias génicas de
enfermedades cardiacas. Reemplazo de genes, también otros casos en que es
necesario silenciamiento y reemplazo. Para enfermedades como QT largo y sindrome
de Brugada se han realizado ensayos en cultivos de cardiomiocitos y en ratones. Se
ha probado el silenciamiento y reemplazo en ratones del gen RYR2 en CPVT.

En el caso de miocardiopatia arritmogénica se esta probando con reemplazo de PKP2,
aqui el problema suele ser pérdida de funcion.

Se han conseguido muchos éxitos, como el ya citado de la atrofia muscular espinal,
gque consigue curaciones en nifios. Por otra parte, ha habido problemas en algunos
ensayos que han provocado reacciones inmunitarias masivas, problemas hepaticos
qgue han sido mortales en algun caso. Estos fallos han hecho que los ensayos avancen
mas lentamente, deben evaluarse las dosis y el abordaje de los posibles efectos
secundarios.

Las terapias génicas siguen mejorando y ampliandose. Actualmente (21/2/24) hay 30
terapias genéticas aprobadas y 29 terapias de RNA aprobadas, son terapias para
cancer, miopatias y enfermedades metabdlicas. Estan en curso muchos ensayos
preclinicos (3951 terapias genéticas y de ARN, 1038 son para enfermedades raras).
Hay varios ensayos clinicos en curso y mucha inversion en estas terapias.
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