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: Espafia
b) Numero de la notificacion: B/ES/26/20
c) Fecha del acuse de recibo de la 23/07/2026
notificacion:
d) Titulo del proyecto: Ensayo clinico “first in human” con células

CAR-NK-CD19 alogénicas, procedentes de
cordon umbilical (NKARI-0001) para
pacientes con neoplasias linfoides de tipo
B, CD19+, en recaida o refractariedad
(R/R)

e) Periodo propuesto para la liberacion: 05/10/2026-04/10/2030

2. Notificador

Instituto de Investigacion Sanitaria Biobizkaia
(IS Biobizkaia)

Plaza de Cruces s/n

48903 Barakaldo, Bizkaia

Nombre de la institucion o empresa:

3. Definicién del OMG

a) Indiquese si el OMG es:

Viroide []

Virus ARN []

Virus ADN []

Bacteria []

Hongo []

Animal X

- mamiferos X] Linfocitos NK alogénicos
procedentes de sangre de corddn
umbilical modificados
genéticamente
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- insectos []

- peces []

- otro animal [] especifique el phylum y la clase

Otro, especifiquese (reino, phylumy clase)

b) Identidad del OMG (género y especie):

NKARI-0001 consiste en células natural killer (NK) alogénicas procedentes de unidades
de sangre de cordon umbilical de donante (Homo sapiens sapiens) transducidos con un
vector lentiviral para expresar el receptor de antigeno quimérico CAR especifico anti CD19

c) Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion 1l del
anexo Il A:

En el OMG NKARI-0001 existe una secuencia que codifica la expresion del CAR19
(Receptor Antigénico Quimérico) en su membrana con especificidad antigénica, el
CD19, trasmitir la sefial y desencadenar una respuesta inmunitaria cuando se una a
dicho antigeno; dicha secuencia se integra en las células NK transducidas. Esta
integracion se produce de manera estable en el genoma de las células NK mediante
transduccion ex vivo durante el proceso de fabricacion del producto celular, utilizando
un lentivirus de tercera generacion.

Durante el proceso de fabricacion, se realizan controles rutinarios para asegurar la
integridad y estabilidad del transgén. Estos incluyen la monitorizacion de la expresion
del CAR vy la verificacion de la estabilidad de la secuencia transgenica en diferentes
expansiones celulares. Estos controles aseguran que el receptor CAR se mantiene
presente y funcional sin cambios indeseados, garantizando la seguridad y eficacia del
producto final.

4. Tiene previsto el mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algln otro
lugar de la Comunidad (de acuerdo con el apartado 1 del articulo 6)?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, indique el codigo del pais:

5. Hanotificado ese mismo notificador la liberacién de ese mismo OMG en algun otro
lugar de la Comunidad?

Si[] No [X]

En caso afirmativo:

- Estado miembro de la notificacién:
- Nomero de la notificacion

6. Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacién o comercializacién de ese
mismo OMG fuera de la Comunidad?

Si[] No [X]
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En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion:
- Numero de la notificacion:

Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de los OMG

El posible impacto ambiental seria la liberacion accidental del OMG (células
NKARI-0001). EI OMG se libera de manera voluntaria en el contexto de ensayo
clinico. En ningln caso se espera la administracion de este medicamento fuera de
un entorno hospitalario y en contexto clinico.

El OMG no es capaz de sobrevivir sin las condiciones de cultivo adecuadas (37°C, 5%
CO2, medio de cultivo enriquecido con suero humano; o el cuerpo humano del
paciente). A pesar de ser un OMG, la modificacién no aporta a la célula una capacidad
de supervivencia mayor fuera de las condiciones de cultivo. Es completamente
imposible que una célula (o el OMG) sobreviva después de haber aplicado las medidas
de bioseguridad, puesto que no sobreviven ni a los reactivos desinfectantes que se
utilizan en las instalaciones, ni al medio ambiente fuera de las condiciones indicadas
anteriormente en el apartado. 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.

No pueden existir interacciones del OMG con otros organismos ajenos ya que los
pacientes receptores del OMG deben estar libres de VIH. Solo en el caso de que
exista infeccion del VIH en el paciente podrian existir recombinaciones entre
secuencias residuales del vector lentiviral con secuencias del virus salvaje, debido a
esto se descarta realizar la terapia en pacientes VIH positivos.
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B.

1.

Informacién sobre el organismo receptor o sobre los organismos
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

O 0OX X OO OO

- peces

- otro animal []
(especifique el phylumy la clase)

Otros, (especifiquense):

N

Nombre

i) Orden y taxon superior (animales):
Filo: Cordados; Clase: Mamiferos; Orden Primates: Familia: Hominidae,
Subfamilia; Hominidae

i) Género: Homo

iii) Especie: Homo sapiens

iv) Subespecie: Homo sapiens sapiens

v) Cepa:

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.):

vii) Nombre vulgar: Humano

Distribucion geogréafica del organismo

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

b) Autoctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:
i) Si []
En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:
Atlantico L]
Mediterraneo
Boreal
Alpino

Continental

O O0Oododn

Macaronésico
i) No X
iii) 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) Si es un microorganismo:
Agua
Suelo, en libertad
Suelo, en simobiosis radiculares de plantas

En simbiosis con sistemas foliares o caulinares
de plantas

O Oodoo

En simbiosis con animales

Otros, (especifiquense):

b) Siesunanimal, habitat natural o ecosistema agricola habitual: No aplica

5. a) Técnicas de deteccion
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La deteccion de células NK se hace por técnicas comunes de andlisis celular
sanguineo, como citometria de flujo.

5. b) Técnicas de identificacion

La identificacion de células NK se hace mediante marcadores especificos de esta
poblacion celular como puede ser la deteccidn por citometria de flujo del marcador
CD56.

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 cual de los organismos siguientes?:

humanos []
animales L]
plantas []
otros []
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b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion 11 del anexo 111 A de la Directiva 2001/18/CE.

El organismo receptor esté constituido por células NK humanas alogénicas aisladas
de sangre de cordon umbilical. Estas células no son agentes infecciosos: no
presentan capacidad de transmision horizontal, no producen toxinas ni poseen
factores de virulencia. No presentan alergenicidad intrinseca en el sentido aplicable
a un agente biol6gico, aunque, por su origen alogénico, pueden ser inmundgenas,
aspecto que se controla en el contexto clinico.

Las células NK no actian como vectores bioldgicos de patdgenos ni tienen una gama
de huéspedes en el sentido aplicable a microorganismos. La eventual presencia de
agentes infecciosos se minimiza mediante la seleccion y el control de las unidades
de sangre de cordon umbilical en el Banco de Cordon Umbilical del CVTTH y
mediante los controles del proceso y de liberacion de la materia prima SoHO, que
incluyen ausencia de contaminacion microbioldgica, bacterias detectables por 16S,
hongos detectables por 18S, micoplasma y virus adventicios, asi como el
cumplimiento del criterio de esterilidad, todo bajo la siguiente normativa: Directiva
europea sobre tejidos y células (2004/23/CE, 2006/17/CE y 2006/86/CE)
permanecera en vigor hasta el 7 de agosto de 2027, fecha en la que sera derogada y
sustituida por el Reglamento (UE) 2024/1938 sobre sustancias de origen humano
(SoHO); Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de julio, establece las normas de calidad y
seguridad para la donacién, obtencion, evaluacién, procesamiento, preservacion,
almacenamiento y distribucion de células y tejidos humanos; Requisitos técnicos
recogidos en la European Guide to the Quality and Safety of Tissues and Cells for
Human Application (5% edicion), los Estandares del CAT para la obtencion,
procesamiento, almacenamiento y distribucién de sangres de cordon umbilical
(SCU) (52 edicion, 2022) y las recomendaciones del Plan Nacional de SCU 2020
2025. En consecuencia, no se espera que el organismo receptor actie como portador
de patogenos.

No se ha identificado un mecanismo especifico por el que las células NK receptoras
puedan activar virus latentes o provirus; este riesgo tedrico se controla asimismo
mediante la seleccion de la materia prima y los controles de calidad y de liberacién
indicados. Las células NK son células somaticas dependientes de condiciones
fisioldgicas o de cultivo y de sefiales especificas para su supervivencia y expansion.
No sobreviven de forma autdnoma en el medio ambiente, no forman estructuras de
resistencia y no pueden colonizar plantas, microorganismos u otros animales. Tras
una administracion deliberada a wun receptor humano pueden persistir
transitoriamente, pero no se espera que establezcan una colonizacién autonoma o
permanente; fuera de un contexto clinico y sin acondicionamiento especifico no se
espera una persistencia relevante.

Informacion sobre reproduccién

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales: No aplicable

b) Tiempo de generacidn en el ecosistema en el que vaya a ser liberado: No procede

¢) Modo de reproduccion Sexual [_] Asexual []
No procede
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d) Factores que afectan a la reproduccion: No procede

©

Capacidad de supervivencia

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

i) endosporas []
i) quistes []
iii)  esclerocios []
Iv) esporas asexuales(hongos) []
V) esporas sexuales (hongos) []
vi)  huevos []
vii)  pupas []
viii)  larvas []

iX) otras (especifiquense)

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

Las células NK humanas pueden sobrevivir fuera del cuerpo humano solo en
condiciones de cultivo muy estrictas, que incluyen temperaturas, valores de
concentracion de CO2 y soluciones de enriquecimiento determinadas. Sin estas
condiciones, las células NK no pueden sobrevivir en el medio ambiente por ellas
mismos.

10.a) Vias de diseminacion

Las células NK humanas solo pueden transmitirse de persona a persona mediante
inyeccion. No hay mecanismos de diseminacion fuera del cuerpo humano y debido
a su rapida incapacidad de sobrevivir en el medio ambiente, no es posible su
diseminacion al medio ambiente.

10. b) Factores que afectan a la diseminacion

El sistema inmunitario de un paciente distinto al donante eliminara las células
sanguineas.

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

No existen modificaciones genéticas previas en el organismo receptor que se hayan
notificado.
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C. Informacion sobre la modificacién genética

1.

4.

Tipo de modificacion genética:

i) Insercion de material genético
i) Eliminacion de material genético

iii) Sustitucion de una base

OO dX

iv) Fusion celular

v) Otro (especifiquese)

no

Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

La modificacion genética dota a las células NK de la capacidad de reconocer
especificamente células tumorales de pacientes con neoplasias linfoides B que
expresan CD19. EI OMG son células NK alogénicas procedentes de cordon
umbilical modificados con CAR dirigido contra CD19. Se espera que el OMG tras
reconocer especificamente a su diana prolifere para crear clones de ataque frente al
tumor eliminando asi el tumor del paciente. Esta estrategia aumentara la sobrevida
del paciente con una calidad de vida superior a la obtenida con los tratamientos
actuales.

a) ¢Se hausado un vector en el proceso de modificacion?

SiX No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

b) En caso afirmativo, ;estd presente el vector, total o parcialmente, en el
organismo modificado?

Si [ No [ ]

En caso negativo, pase a la pregunta 5

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

a) Tipo de vector
plasmido
bacteri6fago
virus

cosmido

00O X OO

Elemento de
transposicion
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Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector:

CAR19-LV: El vector lentiviral CAR19-LV es un vector basado en el lentivirus VIH-
1. Los vectores lentivirales utilizados son de tercera generacion (se utilizan 4
plasmidos para su produccion lo que aumenta su seguridad), mejorados (contienen
secuencias que mejoran su expresion como cPPT, tracto central de polipurina, y
WPRE*, elemento post-regulador mutado del virus de hepatitis de marmota) y
autoinactivantes (deleciones en la LTR por lo que una vez integradas no son activas).

c) Gama de organismos huéspedes del vector:

Debido a que el vector lentiviral esta pseudotipado con la envuelta VSV-G, es capaz
de transducir numerosos tipos celulares de distintas especies y las células seran
transducidas ex vivo, no podra ocurrir transduccién de células de otros organismos.

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

identificable
SiX No []
Resistencia a los antibidticos []

Otras, (especifiquense):

Se puede identificar las células transducidas por citometria de flujo con distintos
métodos de marcaje:

Q) Proteina recombinante (CD19)

(if) Anticuerpo secundario (Anti-IgG murino, para CAR19)
También mediante Western Blot con un anticuerpo anti-CD3z, y mediante gPCR con
primers especificos.

Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta:
No hay integracion de ningln gene de resistencia antibioticos

e) Fragmentos constituyentes del vector

El vector lentiviral utilizado para la expresion del receptor CAR19 (CAR19 -LV) es
un vector de tercera generacion. Para la generacion de las particulas lentivirales son
necesarias las proteinas estructurales del vector, enzimas capaces de ensamblar la
envuelta, una cubierta glicoproteica y la secuencia del receptor CAR (que es el
transgén que se quiere expresar con el vector).

Vector CAR19 -LV
El fragmento de insercion en el OMG contiene:

e 5’LTR truncated: Long Terminal Repeat (secuencia derivada del lentivirus).

e HIV-1Y¥: sefal de empaquetamiento.
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¢ RRE: Rev Response Element o elemento respondedor de Rev.

e cCPPT-CTS: Central Polypurine Tract, tracto central de la polipurina, regula
expresion del transgén.

e EF1la: promotor interno que dirige la expresion del gen de interés.

e CAR antiCD19: cDNA que codifica para la proteina quimérica anti-CD19:4
1BB:CD3¢

e Wpre*: Woodchuck pre-regulatory element o elemento regulador del virus de la
hepatitis de marmota. Estabiliza y mejora expresion del transgen. En este caso est4
mutado para mejorar la seguridad y eficacia de la secuencia.

¢ 3’LTR (dR3RUS5): Long Terminal Repeat (secuencia derivada del lentivirus).

f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor
i) transformacion ]
ii) electroporacién
iii) macroinyeccion

iv) microinyeccién

X 0O O O

v) infeccion

vi) otros, (especifiquense)

5. Si las repuestas a C. 3) a) y b) son negativas, ¢qué método se sigui6 en el proceso
de modificacion?

i) transformacion []
i) microinyeccién

iii) macroencapsulacion

OO O

iv) macroinyeccion

V) otros, (especifiquense)

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicién del fragmento de insercion:

El fragmento de insercion se compone de las siguientes partes que se integraran desde
una LTR a la otra:

e 5’LTR truncated: Long Terminal Repeat (secuencia derivada del lentivirus).
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e HIV-1Y¥: sefial de empaquetamiento.

e RRE: Rev Response Element o elemento respondedor de Rev.

e CPPT-CTS: Central Polypurine Tract, tracto central de la polipurina, regula
expresion del transgén.

e EFla: promotor interno que dirige la expresion del gen de interes.

e antiCD19: cDNA que codifica para la proteina quimérica anti-CD19:4
1BB:CD3z

e Wopre*: 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.

e 3’LTR (dR3RUS5): Long Terminal Repeat (secuencia derivada del lentivirus).

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

LTR: lentivirus

HIV-1¥: lentivirus.

RRE: lentivirus.

cPPT: lentivirus.

EFlo: humano.

antiCD19: murino

Wopre, mutado: virus de la hepatitis de la marmota.

c) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el OMG

3’ LTR (dR3RUS5): Long Terminal Repeat (secuencia derivada del lentivirus). Las LTR
se forman por la fusién de las regiones U3-R-U5 que se produce tras la retro
transcripcion del vector y antes de su integracion. La LTR silvestre del virus VIH-1 fue
mutada eliminando la U3, por lo que la LTR resultante no es capaz de estimular la
expresion de genes ni en el plasmido ni en la forma integrada tras la retro transcripcion.
Para poder sintetizar el ARN mensajero se incorpord la potente secuencia
promotor/enhancer del Citomegalovirus (CMV IE-I prom) en 3’ de la secuencia RUS,
de manera que este promotor dirija la expresion del ARN infectivo que se empaquetara
en las cépsidas infectivas. Esta secuencia en ningin momento formaré parte del virus
por lo que tras su integracidn sera incapaz de formar nuevas particulas infectivas: es un
vector auto-inactivante o SIN (del inglés, self inactivating vector).

HIV-1¥: sefial de empaquetamiento. Secuencia con una estructura secundaria
caracteristica que forma 4 bucles (SL1, SL2, SL3, SL4) que son necesarios para la
correcta incorporacion del ARN virico en la capside.

RRE: Rev Response Element o elemento de respuesta a la proteina Rev.

cPPT: Central Polypurine Tract, tracto central de la polipurina, regula expresion del
transgén.

EFla: promotor interno que dirige la expresion del gen de interés. Es derivado del gen
humano EEF1Al que codifica para la subunidad alfa del factor de elongacion 1
eucariota. Este promotor tiene una alta actividad y consigue una expresion duradera del
transgen in vivo.

antiCD19: gen que se transcribira para expresar un receptor quimera compuesto de un
anti-CD19, que reconoceréa especificamente la expresion de CD19 en células tumorales,
un dominio co-estimulador (4-1BB) que hara que los linfocitos proliferen tras reconocer
a su antigeno CD19, y un dominio de sefializacion CD3z.

Wpre* (mutado): Woodchuck Hepatitis virus (WHV) post-transcriptional regulatory
element es una secuencia original del virus de la hepatitis de la marmota que tiene la
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capacidad de estabilizar los ARNm aumentando la cantidad de proteina generada. La
version silvestre codifica la proteina X relacionada con hepatocarcinoma. La version
mutada ha eliminado los posibles sitios criticos de expresion de dicha proteina.

5’ LTR: La LTR silvestre del virus VIH-1 fue mutada eliminando 18 bases de la region
promotor/enhancer U3 (A18U3) por lo que la LTR resultante no es capaz de estimular
la expresion de genes ni en el plasmido ni en la forma integrada tras la retro-
transcripcion por lo que tras su integracion sera incapaz de formar nuevas particulas
infectivas: es un vector auto-inactivante o SIN (del inglés, self inactivating vector).

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 funcién no se conozcan?

Si[] No [X]

En caso afirmativo , especifiquese:

Péagina 13 de 25




D. Informacién 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

O 0O0dodX O

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

Otros (especifiquense)

2. Nombre completo

No aplica. Aungue los plasmidos lentivirales se han disefiado basandose en el virus
VHI-1, el vector lentiviral se prepara mediante transfeccion transitoria de células
HEK-293T vy utiliza un promotor EFla para controlar la expresion del CAR.

i) Orden y taxon superior (animales):

i) Familia (plantas):

iii) Género: Hominidae/Retroviridae

Iv) Especie: Homo/lentivirus

v) Subespecie:

vi) Cepa: VIH-1

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar:

ixX) Nombre vulgar: Ser humano y lentivirus VIH-1
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3. ¢Es el organismo vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patdégeno o nocivo de cualquier otra forma?

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

En caso afirmativo, especifiquese

a) ¢para cudl de los organismos siguientes? humanos
animales

plantas

OO0

otros

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

Si[] No [X 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 Il del Anexo 11 A:

4. ¢Esté clasificado el organismo donante con arreglo a normas comunitarias vigentes
en relacion con la proteccién 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 exposicién a agentes bioldgicos durante el trabajo?

Si [ No [ ]

En caso afirmativo, especifiquese:

Segun el RD 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los trabajadores contra
los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos, el VIH esta
clasificado como agente bioldgico del grupo 3. Sin embargo, debido a que parte de
su genoma ha sido modificado para eliminar las secuencias virales necesarias para
su propagacion, se ha suprimido su capacidad infectiva. Esto permite que su
manipulacion se realice bajo un nivel de contencion 2, en lugar del nivel 3 que se
aplicaria al VIH infectivo.

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

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

E. Informacion sobre el organismo modificado geneticamente

1. Rasgos genéticos y caracteristicas fenotipicas del organismo receptor o parental que
hayan sufrido algiin cambio como resultado de la modificacion genética
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3.

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:

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

Si[] No [X] 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:

N

Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

La estabilidad genética es muy alta, una vez integrado el vector en el genoma de la
célula NK, gracias al promotor interno se expresara el receptor quimérico CD19NK
y permitird que el OMG reconozca las células tumorales que expresan CD19.
desencadenando una sefializacion intracelular mediada por 4-1BB y CD3z. Esta
activacion induce la citotoxicidad directa de la célula NK resultando en la lisis de la
célula que expresa CD19.

¢(Es el OMG, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patégeno o nocivo de cualquier forma?

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

En caso afirmativo:

a) ¢Para cual de los organismos humanos []
siguientes?

animales []

plantas ]

otros []
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b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion 11y en el inciso i) del punto 2 de la letra C de la seccién 1l
del anexo 111 A

El organismo modificado genéticamente (OMG), denominado NKARI-0001, no es
patdgeno ni presenta riesgos para la salud humana. Durante el desarrollo preclinico
de estas celulas, no se han observado problemas de seguridad ni toxicidades
inesperadas. El vector lentiviral CAR19-LV utilizado para la transduccion de las
células NK derivadas de sangre de cordon umbilical es un vector de tercera
generacion autoinactivado, lo que lo hace totalmente incompetente para la
replicacion. Este vector carece de la capacidad de replicarse en células humanas y,
por tanto, no puede generar viriones infecciosos, evitando cualquier riesgo de
diseminacion de virus replicantes o de recombinacion con otros retrovirus.

El OMG se obtiene a partir de linfocitos NK purificados de donantes de sangre de
cordon umbilical. Gracias a los rigurosos pasos de lavado y a los procesos de
expansion y purificacion utilizados durante la fabricacion, se garantiza la ausencia
de particulas lentivirales infecciosas residuales en el producto celular final.

Adicionalmente, las células NK son células terminalmente diferenciadas que no
pueden sobrevivir de forma autdnoma fuera del cuerpo humano o de medios de
cultivo especificos. Estas células modificadas no son patdgenas, no pueden
replicarse ni persistir en el medio ambiente ni en otros organismos, lo que elimina
el riesgo de diseminacion ambiental. Al ser células de origen humano modificadas
para reconocer un receptor especifico, su actividad esta restringida al entorno clinico
del paciente tratado.

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccidn

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG:

La deteccion de la modificacion genética se realiza mediante técnicas de biologia
molecular: PCR cuantitativa digital (QPCR) y PCR con transcripcion reversa
cuantitativa (QRT-PCR). Ademas, para detectar los linfocitos NK transducidos se
utiliza la citometria de flujo con anticuerpos monoclonales unidos a un fluorocromo
frente a CD56 y al receptor quimérico antigénico

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

Se utilizan las mismas técnicas que las de deteccién: gPCR digital, gRT-PCR y
citometria de flujo

F. Informacidn sobre la liberacion

1. Finalidad de la liberacion (incluido todo beneficio ambiental potencial significativo
esperado)

El OMG (NKARI-0001) se libera voluntariamente al medioambiente para su
administracién a los pacientes neoplasias linfoides B que expresan CD19 con el
objetivo de que el OMG, reconozca a las células tumorales que expresan CD19 y las
eliminen.
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Estas células NK modificadas genéticamente serdn infundidas en pacientes con
neoplasias linfoides B que expresan CD19. La proteina terapéutica (CAR) se
expresara en la superficie de estas células NK y en sus clonas resultantes, donde el
contacto con el antigeno diana (CD19) activara el receptor quimeérico. Esta
sefializacion hara que las células NK eliminen de manera especifica las células
tumorales que expresan CD19 mediante mecanismos de citotoxicidad directa y
secrecion de citoquinas.

Dado que las células NK modificadas tienen una persistencia limitada y requieren
condiciones especificas del huésped para su supervivencia, no se prevé que la
liberacion tenga ningun efecto sobre el medioambiente.

¢Es diferente el lugar de liberacion del hébitat natural o del ecosistema en el que se
utiliza, se mantiene o se encuentra regularmente el organismo receptor o parental?

Si [ No [ ]

En caso afirmativo, especifiquese: La liberacion se realiza en el contexto de un
ensayo clinico que se va a realizar en centros hospitalarios.

Informacion relativa a la liberacion y a la zona circundante

a) Localizacion geogréafica (regién administrativa y coordenadas de referencia
cuando proceda):

- Hospital Universitario de Cruces, Cruces Plaza. 12, 48903, San Vicente de Barakaldo,
Bizkaia
- Hospital Universitario Galdakao-Usansolo, Labeaga Auzoa, 48960 Galdakao, Bizkaia

b) Area del lugar (m?): No procede
i) lugar real de la liberacion (m?):

i) area de liberacion mas amplia (m?):

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

No procede

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

No procede

Método y amplitud de la liberacion

a. Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Se prevé la liberacion de OMG para la administracion a 18 pacientes, que recibiran
entre 1 x10” y 1 x10° OMG.

b. Duracién de la operacion:

Se pretende incluir los pacientes en el plazo de 12 meses; a continuacion, el
seguimiento sera de al menos 36 meses.
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c. Métodos 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 de las células NK se
realizara ex vivo y estos no podran sobrevivir a no ser que sean infundidos en el
paciente. No hay posibilidad de propagacion 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 liberacién en el
medio ambiente y la salud humana

No existen datos de liberaciones anteriores del mismo OMG.
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G.

1.

Interacciones del OMG con el medio ambiente y repercusiones potenciales
sobre este, si es apreciablemente diferente del organismo receptor o
parental

Nombre del organismo diana (si procede)

i) Orden y taxon superior (animales): Primates

i) Familia (plantas): Hominidae

iii)  Género: Homo

iv)  Especie: Homo sapiens

V) Subespecies: Homo sapiens sapiens

vi)  Cepa:

vii)  Cultivar/Linea de reproduccion:

viii) Patovar:

iX)  Nombre vulgar: Humano

2.

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

Las células NK ir&n por el sistema sanguineo donde se encontrardn con las células
que expresan CD19. Tras este encuentro, habra una respuesta proliferativa que dara
clones de células NK especificas que los eliminen. No se prevé la interaccion del
vector directamente con las células del paciente.

3.

Otras interacciones potencialmente significativas con otros organismos en el medio
ambiente

No es previsible que existan interacciones con otros organismos ajenos ya que los
pacientes receptores del OMG deben estar libres de VIH y asi eliminar la posibilidad
de recombinacidon entre nuestro vector lentiviral utilizado para la modificacion de
los linfocitos y el VIH salvaje.

4.

¢ Es probable gue se dé una seleccion posterior a la liberacién 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 &mbito hospitalario, no existe la
posibilidad de que el OMG se extienda a otros ecosistemas.
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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

i) Orden y taxdn superior (animales):

il)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:

Solo en el caso de que exista infeccion del VIH en el paciente podrian existir
recombinaciones entre secuencias residuales del vector lentiviral con secuencias
del virus salvaje, por este motivo descarta realizar la terapia en pacientes VIH
positivos.

b) De otros organismos al OMG: No existe esa posibilidad

c) Consecuencias probables de la transferencia de genes:

La Unica consecuencia y que seria muy poco probable es que se pudiesen
incorporar secuencias del vector lentiviral en el virus salvaje, pero no tendrian
consecuencias bioldgicas relevantes.

8. Referencias de los resultados pertinentes (si los hay) de estudios sobre el
comportamiento y las caracteristicas del OMG sobre su repercusion ecoldgica
Ilevados 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 procede
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H. Informacion sobre el seguimiento

1.

Métodos de seguimiento de los OMG

Se har& un seguimiento de los pacientes una vez infundidos con las células NK
modificados genéticamente durante dos afios para evaluar la seguridad del
tratamiento. Para ello, se obtendran muestras de sangre periférica de los pacientes a
después de la infusion, para evaluar parametros hematologicos y cuantificar la
presencia de linfocitos NK modificados (OMGs) mediante citometria de flujo y
mediante PCR, que al tratarse de una técnica altamente sensible y fiable permite la
amplificacion y deteccion de las secuencias de interés.

Adicionalmente, se realizara un seguimiento a largo plazo de los sujetos acorde con
la préctica clinica habitual de seguimiento de estos pacientes. La informacion
referente a evaluacion de eficacia y seguridad a largo plazo que va mas alla de la
duracion del ensayo clinico se realizara a través de un estudio observacional
especifico que permita identificar y avaluar problemas de toxicidad a largo plazo
durante los 15 afios posteriores a la administracion del producto.

Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

No procede ya que no habra repercusiones en el ecosistema

Métodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del OMG a
otros organismos

No procede.

Tamario del area de seguimiento (m2)

No procede.

Duracion del seguimiento

El seguimiento de los pacientes sera al menos 3 afios dentro del ensayo clinico y de
al menos 15 afios desde su tratamiento en el estudio observacional de seguimiento a
largo plazo disefiado a tal efecto.

Frecuencia del seguimiento

Para la determinacién de persistencia de OMG tras su administracion, se tomaran
muestras de:

- Sangre en los dias 0, +2, +7, +14, +21, +28, +42,+60, +90 y Mes 6

- Médula dsea*: dia +28, +90 y Mes 6

*coincidiendo con evaluacién de la respuesta donde se obtenga aspirado de MO

1.

Informacion sobre el tratamiento posliberacién y el tratamiento de
residuos

Tratamiento del lugar tras la liberacion

El promotor facilitara instrucciones de manejo, precauciones y medidas de
seguridad al equipo investigador participante en materia de tratamiento post-
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liberacion y tratamiento de residuos en relacién con el OMG especifico del presente
ensayo clinico.

Los pacientes serén tratados en habitaciones de los distintos centros hospitalarios,
donde permaneceran al menos 48 horas tras la finalizacion de la tltima infusién del
OMG.

La liberacién del producto final (OMG) se realizara mediante infusion al paciente
en un centro hospitalario por lo que la preparacion del lugar se adaptara a las normas
establecidas en dicho centro para este tipo de intervenciones. El lugar donde se
prepare el producto para la infusion se descontaminara, antes y después de la
manipulacion, con una solucion basada en un desinfectante convencional.

Todo el personal sera informado de que el OMG se considera un producto de riesgo
tipo 2 por lo que se deben aplicar medidas de bioseguridad de nivel 2; el personal
estard formado para su transporte interno y manipulacion siguiendo las normas
adecuadas para dicho nivel de bioseguridad (manipulacion del producto, equipos y
materiales utilizados, correcta eliminacion de residuos, etc.). Cualquier residuo
generado durante la actividad de manipulacion del OMG o que haya podido estar en
contacto con el producto debe ser depositado en contenedores especiales de
bioseguridad que sera incinerado posteriormente.

El personal debe utilizar ropa protectora, de acuerdo a lo siguiente:

e Deben usarse batas.

e Deben usarse guantes para cualquier procedimiento que pueda conllevar un
contacto directo con la piel.

e Todo el equipo y las superficies de trabajo deben ser limpiadas con lejia.

e Las agujas y jeringas utilizadas deben ser desechadas en contenedores de
bioseguridad.

e Después de quitarse los guantes, el personal debe lavarse las manos.

Administracion del OMG al paciente:
e Los pacientes seran infundidos de acuerdo a los protocolos habituales de los
distintos centros hospitalarios participantes en el ensayo clinico.

Manejo del paciente que es dado de alta después del tratamiento:

e Aunque no se contemplan normas especificas una vez que el paciente es
dado de alta, en la hoja de informacion al paciente se incorpora informacion
sobre medidas higiénicas basicas que debe mantener.

Manejo del paciente que presenta problemas después del tratamiento:

e No se contemplan medidas especificas diferentes a las habituales en el
Hospital.

Procedimientos a seguir por el personal y los visitantes:

e El personal que se pinche con agujas que hayan tenido contacto con el OMG
debe seguir los procedimientos estandar vigentes para este tipo de
accidentes. Debe informar al departamento de seguridad laboral asi como a
los responsables del estudio.

Cualquier miembro del personal involucrado en el ensayo que se siente mal debe
informar al departamento de seguridad laboral asi como a los responsables del
estudio.
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2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

No hay unas medidas especiales para evitar la diseminacién de los OMGs fuera del
lugar de la liberacién ya que los linfocitos NK transducidos no pueden diseminarse
fuera del organismo del paciente. Por lo que las medidas son las habituales para
pacientes a los que se les ha infundido progenitores hematopoyéticos

3. a) Tipoy cantidad de residuos producidos

Los residuos generados en el ensayo clinicos son considerados residuos con riesgo
bioldgico
El volumen de residuos generados va a ser el habitual en un procedimiento de este

tipo y no van a ser grandes volumenes. Los residuos liquidos se tratardn con
desinfectantes y no ser&n mas de 1 L.

w

(b) Tratamiento de residuos

Los residuos bioldgicos se trataran conforme a los procedimientos de cada uno de
los centros participantes acorde con la normativa vigente de la comunidad autonoma
en la que se encuentran.

Habitualmente, los centros contratan una empresa externa que recoge los residuos
solidos (como batas, mascarillas, etc) previamente sellados en contenedores
verde/negros, y se desactivan mediante autoclavado, y después se incineren
convencionalmente. A los residuos liquidos y las superficies se les aplicara un
desinfectante adecuado. Todos los demas residuos (vendas, torundas, etc.) se
incineraran en empresas externas contratadas por cada uno de los centros
hospitalarios del estudio, de la misma forma que los residuos clinicos habituales

J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

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

Como medida de precaucion, las medidas de bioseguridad de nivel 2 se aplicaran en
el lugar de liberacion. Los pacientes tratados se mantendran en el hospital durante
al menos post ultima infusién 48h; en este caso, y debido a la gravedad del paciente,
este periodo probablemente serd mucho mayor.

Tal y como establece el promotor, en el caso de liberacién accidental, se llevaran a
cabo las siguientes medidas:

Aislar la zona de derrame; absorber la solucién derramada con toallas desechables
de papel u otro tipo de material absorbentes. Se tratara con lejia al 5%, 0,5% solucién
de hidrdxido de sodio o una solucion de desinfectante. También se recogeran otros
deshechos con un adecuado uso del recogedor, se recogera el material derramado y
se pondran todos los materiales de limpieza empleados en el lugar contaminado en
una bolsa de plastico desechable resistente. Cuando todos los materiales
contaminados hayan salido de la sala, se enjuagara la zona con agua limpia usando
toallas desechables adicionales.

Al término de la limpieza, se colocaran todos los materiales contaminados de manera
adecuada, debidamente etiquetados, y se desechardn como residuos tipo Il en
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contenedores especificos. Finalmente, quitarse los guantes y lavarse las manos
cuidadosamente con jabdn y agua limpia.

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

En caso de derramarse el producto:
e En las areas donde el producto es manipulado, almacenado y transportado,
debe haber siempre un desinfectante disponible, como por ejemplo, lejia.
e Sihay un derramamiento del producto, el personal que lo vaya a limpiar debe
seguir las normas especificadas en el punto anterior.
e Deben limpiarse y desinfectarse todas las superficies que hayan sido
contaminadas.

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

Véase el apartado anterior.

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

En el ensayo clinico, los pacientes serdn controlados durante 36 meses; tras la
finalizacién de su participacion se realizard un seguimiento adicional durante los 15
afios posteriores al tratamiento para controlar las reacciones elementos adversas
clinicamente significativas que pudieran ocurrir a largo plazo segun establecen las
normas de buena préactica clinica especificas para medicamentos de terapia
avanzada. Para ello se establecera un protocolo especifico.

Debido a las razones anteriormente expuestas, y en referencia a la evaluacion de
riesgos, no se considerara necesaria la redaccion de planes especificos para proteger
el medio ambiente. Se procedera de acuerdo con los procedimientos del centro en
estos casos
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