MODELO DE RESUMEN DE LA NOTIFICACION DE LA LIBERACION DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE DISTINTOS DE LAS
PLANTAS SUPERIORES DE ACUERDO CON EL ARTICULO 11 DE LA
DIRECTIVA 2001/18/CE

A. Informacion de caracter general:

1. Detalles de la notificacion

a) Estado miembro de la notificacion: Espaiia

b) Numero de la notificacion: B/ES/25/43

c) Fecha del acuse de recibo de la 04/11/2025
notificacion:

d) Titulo del proyecto: Estudio wunicéntrico fase I/Ila de
infusion de linfocitos T autdlogos de
sangre  periférica  expandidos y
modificados genéticamente mediante
transposones de la familia Sleeping
Beauty para expresar un receptor
antigénico quimérico con especificidad
anti-CD19 conjugado con la region
coestimuladora 4-1BB y de transmision
de sefial CD3z 'y huEGFRt
(TranspoCART19) en pacientes con
leucemia linfoblastica aguda CD19+
resistente o refractaria a tratamiento

e) Periodo propuesto para la liberacion: Junio 2026 — Junio 2031

2. Notificador

Nombre de la institucion o empresa: Clinica Universidad de Navarra

3. Definicion del OMG

a) Indiquese si el OMG es:
Viroide
Virus ARN
Virus ADN

Bacteria

00O 0Oo0On

Hongo
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Animal 4

- mamiferos DX]Linfocitos T adultos y autélogos
modificados genéticamente

- insectos []
- peces ]
- otro animal [] especifique el phylum y la clase

Otro, especifiquese (reino, phylum y clase)

b) Identidad del OMG (género y especie)

Linfocitos T autdlogos de sangre periférica expandidos y modificados
genéticamente mediante transposones de la familia Sleeping Beauty para
expresar un receptor antigénico quimérico con especificidad anti-CD19
conjugado con la region coestimuladora 4-1BB y de transmision de sefial CD3(y
huEGFRt (Células TranspoCART19).

c) Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion II del
anexo III A:

La transfeccion de los linfocitos T autdlogos adultos se llevard a cabo mediante
electroporacion de los dos componentes del sistema de transposones SB; la
transposasa SB100X en forma de ARN mensajero (ARNm) que media la
insercion en el genoma del otro componente, el transposon, en forma de
miniciruclo (MC) de ADN, que porta el CAR y el EGFRt.

La produccion del ARNm de la transposasa SB100X se realiza mediante sintesis
in vitro a partir de un pldsmido secuenciado que contiene la secuencia de
transposasa SB100X. Asi mismo, el MC de ADN que porta el CAR y el EGFRt
proviene de un pldsmido secuenciado del que se eliminardn las secuencias
bacterianas.

Después de la electroporacion con el ARNm de la transposasa y el MC del
transposon, el MC se integra en el genoma de los linfocitos T de forma estable.
La presencia de esta secuencia y su estabilidad serd confirmada mediante técnicas
de citometria de flujo y PCR digital (ddPCR) en las células expandidas después
de la electroporacion y antes de la infusion en el paciente.

El CAR y el EGFRt se expresaran gracias al promotor interno presente en el
transposon. Solo en casos aislados puede ocurrir el silenciamiento de ambas
moléculas por metilaciones en regiones promotoras. Si, ademas, la integracion
del transposon ocurre en zonas del genoma con poca transcripcion, podrian
ocurrir fendmenos de silenciamiento o de la expresion baja; pero como se
infundirdn millones de células modificadas, la mayoria serdn estables y el
silenciamiento del transposon serd irrelevante.

4. Tiene previsto el mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algliin
otro lugar de la Comunidad (de acuerdo con el apartado 1 del articulo 6)?
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Si[] No [X]

En caso afirmativo, indique el codigo del pais:

5. Ha notificado ese mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algin
otro lugar de la Comunidad?

Si[] No [X]

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion:

- Numero de la notificacion:

6. Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacion o comercializacion de ese
mismo OMG fuera de 1la Comunidad?

Si[] No [X

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion:

- Numero de la notificacion:

7. Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de los OMG

El posible impacto ambiental de la liberacion de los linfocitos T modificados
genéticamente para la expresion del CAR y el EGFRt es muy bajo. EI OMG son
linfocitos T electroporados ex vivo en una instalacion que cumple las Buenas
Practicas de Fabricacion y posteriormente son infundidas a los pacientes en centros
hospitalarios, lo que limita su impacto ambiental.

Por otro lado, tanto los componentes del sistema SB como los linfocitos
modificados tienen unas caracteristicas bioldgicas que impiden su multiplicaciéon y/o
dispersion fuera del paciente trasplantado. No pueden sobrevivir fuera del individuo
y la proliferacion de los linfocitos T modificados solo ocurrira en el paciente, no
pudiendo multiplicarse fuera de este (células autdlogas).

No existen ecosistemas en los que se puede diseminar el OMG y en el paciente no
hay modificacion genética de células germinales, por lo que no se puede transmitir a
su descendencia.

No pueden existir interacciones del OMG con otros organismos ajenos, ya que el
sistema de transposones SB ha sido reconstruido en diferentes laboratorios a partir
de secuencias presentes en diferentes tipos de peces.
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B. Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos

1.

parentales de los que se deriva el OMG

Identificacion del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es :
Viroide []
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos

- insectos

OD0OX X OO OO

- peces

- otro animal []

(especifique el phylum y la clase)

Otros, (especifiquense): El organismo receptor final son células T humanas
(linfocitos T) primarios

2.

Nombre

1) Orden y taxon superior (animales): Primates. Clase Mammalia

i1) Género: Homo

11i1) Especie: Homo sapiens

1v) Subespecie: Homo sapiens sapiens

v) Cepa: N/A

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.): N/A

vii) Nombre vulgar: Ser humano

3.

Distribucion geografica del organismo

a) Autdctono del pais que notifica o establecido en él:
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Si X No[ ] No se sabe [_|

b) Autdctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:
1) Si <
En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:
Atlantico X
Mediterraneo
Boreal
Alpino

Continental

XXX X KX

Macaronésico
ii) No []
1i1) No se sabe []

c) ¢(Se usa frecuentemente en el pais que notifica?

Si[] No[X]

d) (Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?

Si[] No[X]

4. Habitat natural del organismo

a) Sies un microorganismo:
Agua
Suelo, en libertad
Suelo, en simobiosis radiculares de plantas

En simbiosis con sistemas foliares o caulinares
de plantas

I T N O N O

En simbiosis con animales

Otros , (especifiquense):
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b) Sies un animal , hdbitat natural o ecosistema agricola habitual:

. . El organismo receptor final son células T humanas (linfocitos T) primarias. Su
habitat natural se encuentra en la sangre periférica y en los organos linfoides
primarios y secundarios. Se desarrollan en el timo (6rgano linfoide primario) y
residen principalmente en la sangre, el bazo, los ganglios linfaticos y el tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT), donde realizan funciones de vigilancia
inmunitaria. También pueden encontrarse transitoriamente en diversos tejidos
durante procesos inflamatorios o de respuesta inmunitaria. Fuera del organismo
humano, los linfocitos T no pueden sobrevivir ni replicarse.

5. a) Técnicas de deteccion

El receptor del OMG es el linfocito T.

Los linfocitos T humanos pueden detectarse mediante técnicas inmunofenotipicas y
moleculares ampliamente establecidas:

e Citometria de flujo.

e Inmunohistoquimica o inmunofluorescencia

e Analisis hematoldgico y recuento de poblaciones celulares mediante
autoanalizadores

5. b) Técnicas de identificacion

Los linfocitos T se pueden identificar mediante citometria de flujo utilizando
marcadores especificos para estas células (CD3, CD4, CDS). Ademads se pueden
utilizar otras técnicas como inmunohostoquimica o inmunoflluorescencia y analisis
hematolodgico y recuento de poblaciones celulares mediante autoanalizadores

6. Esta clasificado el organismo receptor con arreglo a las normas comunitarias
vigentes en relacion con la proteccion de la salud humana y el medio ambiente?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

7. (Es el organismo receptor, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patdgeno o nocivo de cualquier otra forma?

Si[] No[X] No se sabe [_]

En caso afirmativo
a) ¢Para cudl de los organismos siguientes?:

humanos |:|
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animales ]
plantas []
otros []

b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion 11 del anexo IIT A de la Directiva 2001/18/CE.

Los linfocitos T se obtendran mediante leucoaféresis convencional de linfocitos,
sin estimulacion previa mediante citoquinas en los pacientes con linfoma.
Posteriormente se aislaran los linfocitos T mediante seleccion positiva y se
realizara la transferencia génica del constructo descrito mediante electroporacion
de los componentes del sistema SB. Posteriormente a la modificacion genética
de los mismos se administraran de forma autologa a los mismos pacientes.

Se analizard a los pacientes para, al menos, identificar VIH (virus de la
inmunodeficiencia humana), VHC (virus de la hepatitis C) y VHB (virus de la
hepatitis B), y en el caso de que diesen positivo se les excluird del estudio
clinico.

8. Informacion sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

No aplicable, ya que los linfocitos T modificados no pueden reproducirse en
ningun ecosistema natural, inicamente en condiciones de cultivo especiales o
una vez trasplantados en el paciente. En ningin caso habrd afectacion de las
células germinales del paciente.

b) Tiempo de generacion en el ecosistema en el que vaya a ser liberado:

No aplicable a Linfocitos T humanos

c) Modo de reproduccion

No aplicable a Linfocitos T Sexual [] Asexual []
humanos

d) Factores que afectan a la reproduccion:

9. Capacidad de supervivencia

a) Capacidad de formar estructuras que favorezcan la supervivencia o el letargo

No aplicable a Linfocitos T humanos
1) endosporas L]
1) quistes ]
1) esclerocios L]

[]

1v) esporas asexuales(hongos)
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V) esporas sexuales (hongos)
Vi) huevos

vil)  pupas

OO0

viii) larvas

1X) otras (especifiquense)

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

La supervivencia de las células sanguineas humanas fuera del respectivo huésped
humano autélogo no es posible a menos que se apliquen condiciones de laboratorio
y medios de cultivo especiales.

10. a) Vias de diseminacion

No es posible la diseminacion en el ambiente debido a la inactivacion répida y la
falta de una ruta de entrada natural al cuerpo de los linfocitos T”.

10. b) Factores que afectan a la diseminacion

No hay posibilidad de diseminaciéon ambiental porque no sobrevive fuera del ser
humano,

11. Modificaciones genéticas previas del organismo receptor o parental de las que ya
se ha notificado la liberaciéon en el pais notificador (se daran los niumeros de la
notificacion)

Ninguna.

C. Informacion sobre la modificacion genética

1. Tipo de modificacion genética:

1) Insercion de material genético
i1) Eliminacion de material genético

111) Sustitucion de una base

N O 9™

iv) Fusion celular

v) Otro (especifiquese)

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

Se obtendran linfocitos T, diferenciados, adultos, autdlogos, de sangre periférica,
expandidos con citoquinas in vitro y modificados genéticamente mediante
electroporacion con un MC que codifica para la expresion de un CAR especifico de
CD19 conjugado con la regién de coestimulacién 4-1BB, la de transmision de sefial
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CD3( y para la expresion del EGFRt y con un ARNm que codifica para una
transposasa. El transposon se integrara en el genoma celular y se expresara
constitutivamente el CAR y el EGFRt de manera estequiométrica en las células
modificadas. Estas células seran infundidas en los propios pacientes de los que se
obtuvieron. Una vez en el paciente, estos linfocitos modificados, reconoceran a las
células tumorales a través del CAR y podran mediar su eliminacion.

3. a) /Se hausado un vector en el proceso de modificacion?

Si[X No [ ]

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

3. b) En caso afirmativo, jesta presente el vector, total o parcialmente, en el
organismo modificado?

Si [X] No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5

4. Si ha contestado afirmativamente a la pregunta 3 b), aporte la informacion
siguiente

a) Tipo de vector

plasmido []
bacteriofago []
virus []
cosmido []
Elemento de transposicion ]

Otros (especifiquense): Minicirculo de ADN

b) Identidad del vector:

El vector utilizado es un minicirculo de ADN que porta un transposon de la
familia Sleeping Beauty que codifica el receptor quimérico (CAR) que reconoce
CD19 y hEGFRt (receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
truncado). El minicirculo de ADN es un ADN circular de doble cadena derivado
de un plasmido al que se le han eliminado las secuencias de origen bacteriano
como los origenes de replicacion bacteriana y los genes de resistencias a
antibioticos.
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c)

Gama de organismos huéspedes del vector:

El vector utilizado es un minicirculo de ADN no es posible que se incorpore de
manera natural en ningln tipo de organismo ni ningun tipo celular por si mismo.
Para la modificacion de los linfocitos T usando este vector se necesita la
electroporacion de las células, lo cual solo se realiza en los laboratorios de nivel
de contencion II donde se produce el medicamento de terapia avanzada. Ademas,
como las células son modificadas ex vivo, no es posible la modificacion de otras
células u organismos.

d)

Presencia en el vector de secuencias que den un fenotipo seleccionable o
identificable

Si[X] No []
Resistencia a los antibioticos []

Otras, (especifiquense)

Se pueden identificar las células modificadas por la deteccion de la expresion del
factor de crecimiento epidérmico o EGFRt mediante citometria de flujo, PCR,
RT-PCR o ddPCR.

Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta:

No hay integracion de ningun gen de resistencia a antibioticos.

Fragmentos constituyentes del vector

El minicirculo deriva del plasmido pT2 (cedido por el doctor Z. Ivics) que tiene
un tamafio de 5675 pb. El minicirculo contiene las regiones terminales repetidas e
invertidas de los transposones de la familia SB necesarias para su reconocimiento
por la enzima transposasa SB100X y para su integracion en el genoma, el
promotor EFla, el CAR de segunda generacion que reconoce el CD19 y tiene
como dominio de co-estimulacion 4-1BB y el EGFR humano truncado.

Me¢étodo de introduccion del vector en el organismo receptor
1)  transformacion ]

i1) electroporacion
111) macroinyeccion

1v) microinyeccion

00O 44X

v) infeccion

vi) otros, (especifiquense)

Si las repuestas a C. 3) a) y b) son negativas, ;qué método se siguid en el proceso
de modificacion?
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1)  transformacion
11) microinyeccion

iii) macroencapsulacion

OO0

1v) macroinyeccion

v) otros, (especifiquense)

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercion:

El fragmento de insercion se compone de las siguientes partes que se integraran
desde una region terminal repetida e invertida o TIR (del inglés, terminal inverted
repeat) a la otra:
- TIR: secuencias reconociadas por la transposa SB100X y que media su integracion
en el genoma.
- EFla: promotor interno que dirige la expresion constitutiva de los genes de interés.
- CAR: que consta a su vez de:

- Péptido sefial procedente del receptor CD8a.

- scFv del clon FMC36 de ratén que reconoce el CD19 humano.

- Region bisagra y dominio transmembrana procedente del receptor CD8a.

- Dominio coestimulador 4-1BB

- Dominio de senalizacion de CD3(
- T2A: secuencia de salto ribosémico que asegura la traduccion del CAR y el EGFRt
por separado.
- EGFRt: secuencia utilizada como gen marcador y mecanismo de seguridad en caso
de toxicidad del CAR para la eliminacion de las células modificadas mediante el
anticuerpo monoclonal cetuximab.
- Wpre mutada: Woodchuck pre-regulatory element o elemento regulador del virus
de la hepatitis de marmota. Estabiliza y mejora expresion del transgén. En este caso
estd mutado para mejorar la seguridad y eficacia de la secuencia.
- BGHpA: bovine growth hormone poliadenylation; secuencia encargada de la
formacion de la colea de poli A en el ARNm transcrito, lo que aumenta la
estabilidad del ARNm.

b) Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercion:

- TIR: reconstruido a partir del genoma del pez Tanichthys albonubes.

- EFla: humano.

- CAR: mayoritariamente humano a excepcion del scFv que es de raton.
- T2A: virus Thosea asigna

- EGFRt: humano.

- Wpre mutada: virus de la hepatitis de la marmota.

- BGHpA: bobino.
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c) Funcién prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el
OMG

- TIR: regiones que falnquean el transposén por ambos lados y son reconocidas por
la transposasa SB100X para mediar la integracion del transposon en el genoma
celular.

- EFla: promotor constitutivo que dirige la expresion del CAR y el EGFRt.

- CAR: reconoce el antigeno CD19 presente en las células tumorales a través de su
scFv y media la eliminacion de estas c€lulas por la activacion de los linfocitos
producida por los dominios CD3{ u 4-1BB.

- T2A: secuencia de salto ribosémico que permite la traduccion del CAR y el EGFRt
de manera independiente a partir del mismo promotor.

- EGFRt: gen marcador y mecanismo de seguridad en caso de toxicidad
descontrolada de las células modificadas.

- Wpre mutada: tiene la capacidad de estabilizar los ARNm aumentando la cantidad
de proteina generada.

- BGHpA: da lugar a la cola de poli A en el ARNm la cual lo estabiliza.

d) Localizacion del fragmento de insercion en el organismo receptor:
- en un plasmido libre []
- integrado en el cromosoma X

- Otros especifiquense):

e) ¢Contiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funcion no se
conozcan?

Si[] No [X]

En caso afirmativo , especifiquese:

Pagina 12 de 25




D. Informacion sobre el organismo u organismos de los que se deriva el
fragmento de insercion (donante)

1. Indiquese si es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria

Hongo

X OOX KX U

Animal
- mamiferos X
- insectos []
- peces X
- otro animal [ ] (especifique el phylum y la clase):

Otros ( especifiquense)

2. Nombre completo

1) Orden y taxon superior (animales):
Orden: Orthornavirae/ Blubervirales / Rodentia / Artiodactyla / Primate
Familia: Permutotetraviridae / Hepadnaviridae / Muridae / Bovidae / Hominidae

Subfamilia: Murinae / Bovinae / Homininae

i1)  Familia (plantas): N/A

1)  Género: Alphapermutotetravirus | Orthohepadnavirus | Mus / Bos | Homo

iv)  Especie: Thosea asigna virus / Woodchuck hepatitis virus / Mus musculus /
Bos Taurus / Homo sapiens

v)  Subespecie: Homo sapiens sapiens

vi) Cepa: N/A

vii) Cultivar/linea de reproduccion: N/A

viii) Patovar: N/A

ix) Nombre vulgar: Raton / Toro / Ser humano
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3. (Es el organismo vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patégeno o nocivo de cualquier otra forma?

Si[X] No [] No se sabe [_|

En caso afirmativo, especifiquese
a) ¢para cual de los organismos siguientes? humanos []
animales X

plantas

otros |:|

b) (estan implicadas de alguna forma las secuencias donadas en las propiedades
patogenas o nocivas del organismo?

Si X No [ ] No se sabe [_]

En caso afirmativo, proporcione la informacion pertinente de conformidad con la
letra d) del punto 11 de la letra A de la seccion II del Anexo IIT A:

El virus de Thosea asigna infecta a larvas de la especie Setothosea asigna, que
constituyen las principales plagas defoliadoras de las palmas aceitera y cocotera con
brotes registrados en el noreste de Sumatra, Borneo y Malasia occidental. En este
caso soOlo se utiliza la secuencia T2A de este virus, una secuencia de salto
ribosémico que permite producir, a partir de un mismo promotor, varias proteinas
funcionales a la vez. Este virus no infecta humanos, y por tanto se considera de
riesgo 1.

El virus de la hepatitis de la marmota infecta a marmotas provocando esta
enfermedad en estos animales. En este caso, la Uinica secuencia utilizada de este
virus es la secuencia Wpre, que es un elemento regulador post-transcripcional que
genera una estructura terciaria en el ARN mensajero transcrito que incrementa su
estabilidad y la traduccion del mismo. La secuencia Wpre presenta la secuencia
parcial de la proteina X, relacionada con la generacion de hepatocarcinomas en estos
animales, y un potenciador (enhancer) que puede actuar como promotor del péptido
procedente de la proteina X. Esta secuencia se ha modificado para eliminar los sitios
criticos de expresion este péptido procedente de la proteina X, reduciendo su posible
toxicidad. Este virus se considera de tipo 1 al no infectar a humanos.

4. (Esta clasificado el organismo donante con arreglo a normas comunitarias
vigentes en relacion con la proteccion de la salud humana y el medio ambiente
como, por ejemplo, la Directiva 90/679/ CEE sobre la proteccion de los
trabajadores contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos
durante el trabajo?

Si X No [ ]
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En caso afirmativo , especifiquese:

Segtin el RD 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los trabajadores
contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el
trabajo, los Orthohepadnavirus, género al que pertenece el virus de la hepatitis de la
marmota estd incluido en la lista. Sin embargo, como este virus infecta sélo a
marmotas y no humanos, se considera de tipo 1.

5. (Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma
natural?

Si[] No [X No se sabe [_]

E. Informacion sobre el organismo modificado genéticamente

1. Rasgos genéticos y caracteristicas fenotipicas del organismo receptor o parental
que hayan sufrido algiin cambio como resultado de la modificacién genética

a) (Se diferencia el OMG del receptor en lo que a capacidad de supervivencia se
refiere?

Si[] No [X No se sabe [_]

Especifiquese

b) (Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta al modo o indice
de reproduccion?

Si[] No X No se sabe [_|

Especifiquese:

¢) (Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la diseminacion?

Si[] No [ No se sabe [_]

Especifiquese:

d) (Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad?

Si[] No X No se sabe[ |

Especifiquese:

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

La estabilidad genética es muy alta, una vez integrado el transposén en el genoma
del linfocito T, gracias al promotor interno se expresara el CAR y el EGFRt y
podréan reconocer y mediar la eliminacion de células tumorales.

3. (Es el OMG, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patdgeno o nocivo de cualquier forma?
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Si[] No [X No se sabe ||

En caso afirmativo:

a) ¢(Para cuadl de los organismos humanos
siguientes?
animales

O 0O O

plantas

otros |:|

b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion Il y en el inciso 1) del punto 2 de la letra C de la seccion 11
del anexo III A

No se conoce patogenicidad (infectividad, toxigenicidad, virulencia,
alergenicidad, etc.) ni capacidad para colonizar otros organismos. Ademas, dado
que en el ensayo clinico la modificacion genética tendra lugar ex vivo y luego
las células se infundiran en el paciente, no existe posibilidad de modificacion de
otras lineas celulares.

El producto celular, al igual que en otros protocolos ex vivo de terapia génica, se
somete a un lavado antes de la infusion en el paciente, por lo que las dosis
residuales de las sustancias utilizadas para el cultivo de las células estaran muy
diluidas y no generardn efectos toxicos en los pacientes. Por otro lado, no se
considera que la infusién de moléculas de MC residuales vaya a modificar otras
células, ya que este material no entra sin algiin tipo de vehiculizacioén o proceso
fisico como la electroporacion en las células y sera degradado en caso de que
quede algln resto por el organismo.

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG:

La deteccion se realiza mediante técnicas de biologia molecular (Western blot y
ddPCR) y citometria de flujo. Se hard seguimiento de los pacientes a los que se
administre el OMG de forma periddica hasta que la pérdida del mismo, definida
como como ausencia de deteccion en dos muestras consecutivas por citometria de
flujo.

c) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

Se utilizan las mismas técnicas que las de deteccion, western blot, ddPCR y
citometria de flujo. Se hara seguimiento de los pacientes a los que se administre el
OMG de forma periddica hasta que la pérdida del mismo, definida como como
ausencia de deteccion en dos muestras consecutivas por citometria de flujo.

F. Informacion sobre la liberacion

1. Finalidad de la liberacion (incluido todo beneficio ambiental potencial
significativo esperado)
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El OMG no se liberara al medio ambiente. Se administrara de forma controlada a los
sujetos seleccionados y que acepten su participacion en el ensayo clinico. Los pacientes
recibiran una infusion fraccionada de células TranspoCART19. Dichas células
TranspoCART19 se administraran en la planta de hospitalizacion de la institucion
participante.
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2. (Es diferente el lugar de liberacion del habitat natural o del ecosistema en el que
se utiliza, se mantiene o se encuentra regularmente el organismo receptor o
parental?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

3. Informacién relativa a la liberacion y a la zona circundante

a) Localizacion geografica (region administrativa y coordenadas de referencia
cuando proceda):

El tratamiento de los pacientes se realizara en el contexto del ensayo clinico Unica y
exclusivamente en los centros participantes:

* Clinica Universidad de Navarra (Avda. Pio XII, 36, 31011 Pamplona,
Navarra)

a) Area del lugar (m?):

No aplica. El medicamento se administra a un paciente mediante perfusion intravenosa
en un entorno clinico hospitalario. No se espera que el OMG se libere al medio
ambiente.

i) lugar real de la liberaciéon (m?):

ii) 4rea de liberacion mdas amplia (m?):

b) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depositos de agua potable) que pudieran verse afectados:

No aplica. El medicamento se administra a un paciente mediante perfusion intravenosa
en un entorno clinico hospitalario. No se espera que el OMG se libere al medio
ambiente.

C) Flora y fauna, incluidos cultivos, ganado y especies migratorias que pueden
potencialmente interactuar con el OMG:

No aplica. El medicamento se administra a un paciente mediante perfusion
intravenosa en un entorno clinico hospitalario. No se espera que el OMG se libere al
medio ambiente.

4. Meétodo y amplitud de la liberacion

a. Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Se prevé la participacion de 24 pacientes. Estos pacientes recibiran diferentes
dosis dependiendo de la rama del ensayo en la que se encuentren, pudiendo
recibir como maximo 3 millones de células modificadas/kg de peso

b. Duracion de la operacion:

5 anos
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c. Me¢étodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG mas alla del lugar de liberacion:

No hay posibilidad de propagacion, ya que la modificacion genética de los
linfocitos T se realizard ex vivo y estos no podran sobrevivir a no ser que sean
infundidos de nuevo en el paciente. No hay posibilidad de propagacién por lo
que no se contemplan métodos especiales para evitar la propagacion.

5. Descripcion resumida de las condiciones ambientales medias (clima, temperatura,
etc.)

No procede

6. 6. Datos pertinentes sobre liberaciones anteriores del mismo OMG. si los
hubiera, especificamente relacionados a las repercusiones potenciales de la
liberacion en el medio ambiente y la salud humana

No procede
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G. Interacciones del OMG con el medio ambiente y repercusiones
potenciales sobre este, si es apreciablemente diferente del organismo
receptor o parental

1. Nombre del organismo diana (si procede)

1) Orden y taxdn superior (animales):
Orden: Primate
Familia: Hominidae

Subfamilia: Homininae

i) Familia (plantas): N/A

ii1)  Género: Homo

iv)  Especie: Homo sapiens

V) Subespecies: Homo sapiens sapiens

vi)  Cepa: N/A

vii)  Cultivar/Linea de reproduccion: N/A

viii) Patovar: N/A

ix)  Nombre vulgar: Ser humano

2. Mecanismo previsto y resultado de la interaccion entre los OMG liberados y el
organismo diana (si procede)

La interaccion serd la habitual de un trasplante de células T que se realiza de forma
rutinaria en el Hospital. La capacidad de supervivencia de los linfocitos T
transfectados dentro del paciente depende enteramente del sistema hematopoyético
del paciente. Las células TranspoCART19 se expanden in vivo mientras reconozcan
antigeno por la capacidad intrinseca de proliferar que tienen los linfocitos T. Sin
embargo, sin estimulo son células diferenciadas que probablemente desapareceran.
Los mecanismos de muerte celular son poco conocidos, pero tedricamente estas
células desaparecen debido a la falta de factores de supervivencia (muerte por
negligencia) o a la muerte inducida por activacion sostenida y son eliminadas de la
circulacion por el sistema reticulo-endotelial del bazo y el higado (Norelli y col.,
2016). No se prevé la interaccion del transposon con las células del paciente, pero
asi todo se han realizado estudios de biodistribucion donde se ha visto que esto no
ocurre.

3. Otras interacciones potencialmente significativas con otros organismos en el
medio ambiente

No es posible que existan interacciones con otros organismos ajenos, ya que los
transposones SB han sido reconstruidos en el laboratorio a partir de secuencias
presentes en diferentes organismos.
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4. (Es probable que se dé una seleccion posterior a la liberaciéon del OMG como, por
ejemplo, una competencia mayor un caracter mas invasivo, etc.?

Si No [X No se sabe

Especifiquese:

5. Tipos de ecosistemas a los que puede extenderse el OMG desde el lugar de
liberacion y en los cuales puede quedar establecido

Al tratarse de un ensayo clinico realizado en el ambito hospitalario, no existe la
posibilidad de que el OMG se extienda a otros ecosistemas.

6. Nombre completo de los organismos que no son el organismo diana, pero que
(teniendo en cuenta la naturaleza del medio ambiente receptor) pueden sufrir
accidentalmente dafios importantes por la liberacion del OMG

1)  Orden y taxon superior (animales):

ii) Familia (plantas):

iii) Género:

iv) Especie:

v)  Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar

ix) Nombre vulgar:

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

a) Del OMG a otros organismos del ecosistema de liberacion:

No es posible dado que el transposon se ha reconstruido a partir de secuencias
presentes en diferentes tipos de peces.

b) De otros organismos al OMG:

Tampoco es posible por el mismo motivo, el transposon ha sido reconstruido a partir
de secuencias presentes en diferentes tipos de peces.

C) Consecuencias probables de la transferencia de genes:

No aplica
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8. Referencias de los resultados pertinentes (si los hay) de estudios sobre el
comportamiento y las caracteristicas del OMG sobre su repercusion ecologica
llevados a cabo en ambientes naturales simulados (por ejemplo, microcosmos,
etc.)

No existen

9. Posibles interacciones ambientalmente  significativas con  procesos
biogeoquimicos (si son diferentes del organismo receptor o parental)

No existen
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H. Informacion sobre el seguimiento

1

. M¢étodos de seguimiento de los OMG

Se hara un seguimiento de los pacientes tras el tratamiento con los linfocitos T
modificados genéticamente durante 36 meses para evaluar la seguridad del tratamiento.
Para ello, se realizaran diferentes procedimientos y se realizaran estudios bioldgicos en
muestras obtenidas de los pacientes. Adicionalmente, se realizard un seguimiento a
largo plazo de los sujetos, que se someteran a analisis clinicos hasta los 60 meses post-
tratamiento.

Tras la administracion de las células TranspoCART19, se realizara una monitorizacion
de la expansion de los linfocitos T CAR en los siguientes puntos temporales antes o
después de la infusion de células TranspoCART19: screening, dia 0, 7, 14, 21, 28, 56 y
100 dias. En caso de persistencia de TranspoCART19, se extraeran de forma mensual
durante el primer afio y trimestral durante el segundo afio. En caso de pérdida de
TranspoCART19, definida como ausencia de deteccion en dos muestras consecutivas
por citometria de flujo, se extraeran las muestras de forma trimestral. En los pacientes
con persistencia de células TranspoCART19 mas alld del afio de la infusion, se extraera
una muestra cada 6 meses durante 2 afios adicionales.

En pacientes con antecedentes de infiltracion de Sistema Nervioso Central (SNC) se
debe realizar monitorizacion del liquido cefalorraquideo (LCR) al menos 1 y 3 meses
tras la infusion de células TranspoCART19 y después segun indicacion clinica. Esta se
realizara independientemente de que el paciente presente infiltracion de LCR por
células tumorales o de que la infiltracion fuera exclusivamente parenquimatosa, siempre
que no haya contraindicaciones para su realizacion.

Se realizard Citometria de flujo (muestra EDTA) para el estudio de subpoblaciones
linfocitarias T, B y NK, asi como el fenotipo de las mismas. Estudio de EGFR en la
superficie de los linfocitos T para identificar aquellos electroporados con el transgén y
realizar el seguimiento de los linfocitos T CAR in vivo.

2

. M¢étodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

No procede. No habra liberacion al medio ambiente.

3

. M¢étodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del OMG a
otros organismos

No procede. No habrd liberacion al medio ambiente y por tanto no hay contacto con
otros organismos.

4.

Tamaio del area de seguimiento (m2)

N/A

5.

Duracién del seguimiento

El seguimiento de los pacientes se hard en contexto del ensayo clinico durante 36
meses y, ademas, se realizara un seguimiento a largo plazo (5 afios).

6

. Frecuencia del seguimiento

El seguimiento de los pacientes se hard en contexto del ensayo clinico. El
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seguimiento inicial sera continuo mientras el paciente esté ingresado que serd los
primeros 10 dias tras el tratamiento y, después, se realizaran visitas periddicas,
semanalmente hasta el dia +56, luego quincenales hasta el dia +100 vy
posteriormente, se realizaran visitas mensuales el primer afo, trimestrales el
segundo afio y semestrales el tercer afio.

I. Informacion sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos

1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

Deben realizarse de acuerdo con los procedimientos del lugar de administracion.

Los procedimientos de descontaminacion siguen los  procedimientos
operativosestandar locales. La seleccion de desinfectantes se rige por la politica del
hospital.

El medicamento en investigacion (IMP) residual, los residuos potencialmente
contaminados y los materiales se eliminan de acuerdo con los procedimientos
normalizados de trabajo (PNT) de riesgo biologico del centro.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

Seguimiento de las guias de practica habitual para el tratamiento de los residuos
biologicos del hospital donde se administre el tratamiento con el OMG, teniendo en
cuenta que el OMG no puede diseminarse fuera del organismo del paciente.

3. a) Tipoy cantidad de residuos producidos

Residuos biologicos GRUPO III, son aquellos producidos por la actividad
asistencial que conlleva algun riesgo potencial para los trabajadores expuestos, para
la salud publica o para el medio ambiente, en concreto por ser restos relacionados
con OMG, cortantes y/o punzantes o sangre y hemoderivados.Residuos bioldgicos
en cantidad variable.

3. (b) Tratamiento de residuos

Todos los residuos se recogeran en contenedores rigidos con las caracteristicas
descritas en el Decreto 204/94. Llevan el pictograma de '"residuos
biocontaminados". El material cortante y punzante, se recoge en contenedores para
objetos con el pictograma de "residuos biocontaminados, material de riesgo", estan
dotados de valvula de seguridad para evitar la salida accidental o la retirada de las
agujas contaminadas. Cada centro tendrd un PNT para la eliminacion de residuos de
riesgo biologico. Esto debe incluir el mantenimiento de los residuos de riesgo
biologico en un contenedor cerrado hasta que puedan ser esterilizados en autoclave
y transportados a una empresa cualificada de eliminacion de residuos de riesgo
bioldgico para su incineracion.
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J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

1. Mc¢étodos y procedimientos de control de la diseminacion del OMG o de los OMG
en caso de dispersion imprevista

Todos los centros del ensayo clinico dispondran de PNT escritos sobre el proceso de
recepcion, manipulacién y administracion del producto en investigacion. Estos
procedimientos estdn escritos para minimizar la exposicion innecesaria y para
mantener la salud y la seguridad del personal, asi como del paciente.

Durante la descongelacion y preparacion de las células para su administracion se
debe utilizar equipo de proteccion personal (EPI). Las células deben prepararse para
su administracion en condiciones estériles. Las medidas se guiaran por los procesos
del centro y la normativa local. Los procedimientos de descontaminacién siguen los
procedimientos operativos estandar locales y los requisitos normativos. La seleccion
de los desinfectantes se rige por la politica institucional. En caso de pinchazo
accidental con una aguja, no hay requisitos especificos, ya que el riesgo de infeccion
inadvertida es bajo. El centro tiene instrucciones de seguir los procedimientos de su
hospital para notificar y gestionar un pinchazo de aguja.

2. Meétodos de eliminacion del OMG o de los OMG de las areas potencialmente
afectadas

La eliminacion o inactivacion de trazas del producto final al final del ensayo clinico
debe realizarse de acuerdo con los procedimientos del lugar de administracion

No hay unas medidas especiales para evitar la diseminacion de los OMGs fuera del
lugar de la liberacion ya que los linfocitos T modificados genéticamente no pueden
diseminarse fuera del organismo del paciente, las medidas son las habituales para
pacientes tras la infusion de progenitores hematopoyéticos.

3. M¢étodos de eliminacion o saneamiento de plantas, animales, suelos, etc. que
pudieran ser expuestos al organismo durante la dispersion o después de la misma

Seguimiento de las guias de practica habitual para la limpieza y saneamiento del
hospital donde se administre el tratamiento con el OMG. No se requieren medidas
especiales.

4. Planes de proteccion de la salud humana y del medio ambiente en caso de que se
produzca un efecto no deseable

El personal sanitario en contacto con el OMG llevara los equipos de proteccion
individual necesarios.

Se deben utilizar las barreras primarias que correspondan, tales como mascaras
contra salpicaduras, proteccion facial, batas y guantes y contar con barreras
secundarias, tales como piletas para lavado de manos e instalaciones de
descontaminacion de desechos a fin de reducir la contaminacion potencial del medio
ambiente.

Se seguirdn las guias de cada hospital pata minimizar los riesgos y en caso de
emergencia, si se diera el caso.
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