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 notificacién

a) Estado miembro de la notificacion:
Espafa

b) Namero de la notificacion:
B/ES/21/32

c) Fecha del acuse de recibo de la
notificacion: 3/12/2021

d) Titulo del proyecto: Estudio de Fase I/
I de AloCelyvir en pacientes con
Melanoma Uveal Metastasico.

e) Periodo propuesto para la liberacion:

Inclusion primer paciente: Febrero
2022

Inclusion ultimo paciente : Marzo 2023

2. Notificador

Nombre de la institucion o empresa:

Institut d’Investigaci6 Biomédica de
Bellvitge (IDIBELL)

3. Definicion del OMG

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

Hongo

I o I R

Animal
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- mamiferos []

- insectos []
- peces ]
- otro animal [] especifique el phylum y laclase

Otro, especifiquese (reino, phylum y clase)

b)

Identidad del OMG (género y especie):

ICOVIR-5 es un adenovirus oncolitico que en este estudio va a infectar células
mesenquimales (AloCelyvir) para su posterior infusion a pacientes con tumores
s6lidos. ICOVIR-5 (HAd5-DM-E2F-K-A24-RGD) es un adenovirus oncolitico
derivado de HAdS5. Se ha disefiado para el tratamiento sistémico de tumores
diseminados. El genoma de ICOVIR5 contiene diversas modificaciones que le
confieren capacidad de replicacion selectiva en células tumorales en las que la
ruta de retinoblastoma/E2F se encuentra desregulada.

ICOVIRS incluye las siguientes modificaciones:

1) La sustitucion de parte de promotor enddgeno de E1A por el promotor E2F-1
para controlar la expresion de la proteina viral ELA

2) La insercion de una secuencia “aislante” (DM) precediendo el promotor
3) La insercion de una secuencia kozak en el codon de inicio de E1A (K)

4) La presencia de una delecién de 8 aminoacidos en el dominio de union de E1A
con pRb (delecion A 24)

5) La insercion del tripéptido RGD en la fibra viral

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

Los adenovirus salvajes son estables. En pacientes inmunodeprimidos, la
recombinacion entre adenovirus parece que puede jugar un papel en la evolucion
de nuevas cepas con distintas propiedades inmunogénicas pero nunca se han
detectado hibridos con secuencias de HAd5. Los adenovirus genéticamente
modificados son genéticamente estables siempre y cuando el tamafio de su
genoma no exceda el 105% del tamafio del genoma del adenovirus salvaje.
Genomas mas grandes hacen que el virus crezca mas lentamente, y sufra
reordenaciones espontaneas que resultan en la pérdida de secuencias de ADN no
esenciales, normalmente los insertos.

El conjunto de alteraciones genéticas introducidas en ICOVIR-5 hacen que el
tamafo final de su genoma sea de 36928 bp, lo que representa un 102,76% del
tamafio génico del virus nativo HAd5. Consecuentemente la probabilidad de que
ICOVIR-5 sea genéticamente inestable es despreciable.

4. Tiene previsto el mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algun

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 cddigo del pais:

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

Si X No [ ]

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: ES
- Numero de la notificacion: B/ES/11/27

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

Si X No|[ ]

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: ES
- Numero de la notificacion: B/ES/12/17, B/ES20/09, B/ES/21/19

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

En Espafia se han realizado dos ensayos clinicos en los que se ha administrado
ICOVIR-5 a pacientes con cancer, ambos finalizados, evaluados cuyos sus
resultados han sido presentados a la comunidad cientifica y actualmente se estan
realizando un tercer y cuarto ensayo clinico de la misma terapia que el expuesto en
esta solicitud. En el primero se utilizd6 ICOVIR-5 por administracion intravenosa en
pacientes con melanoma (B/ES/11/27). En el segundo se usé el medicamento
CELYVIR (notificacién B/ES/12/17), que es el mismo medicamento que se
pretende usar en el ensayo actual, y que consiste en células mesenquimales
infectadas con ICOVIR-5. En el tercer estudio que se esta llevando a cabo se esta
utilizando AIoCELYVIR para el tratamiento de tumores sélidos extra-craneales
(notificacion B/ES/20/09) y en el cuarto estudio se esta utilizando también
AloCelyvir para el tratamiento de nifios, adolescentes y jovenes con glioma difuso
de la protuberancia (DIPG) de nuevo diagndstico en combinacion con radioterapia o
meduloblastoma en recaida/progresion en monoterapia (notificacion B/ES/21/19).
Desde el afio 2010 también se han tratados pacientes en un programa de uso
compasivo. Esta experiencia ha servido para evaluar el posible impacto de la
liberacion de este adenovirus modificado al ambiente. No se ha registrado ningln
efecto en los pacientes, sus cuidadores o sus familiares que pudiese relacionarse con
infeccion por ICOVIR-5. ElI hombre es el huésped natural del adenovirus. Las
infecciones adenovirales son endémicas y la mayor parte de la poblacion es
seropositiva para anticuerpos antiadenovirus neutralizantes. La infeccion adenoviral
es basicamente asintoméatica, autolimitante y restringida a determinados tejidos
permisivos. Creemos que esta es la razdn por la que no se han registrado efectos
adversos ni ninguna sintomatologia clinica en la poblacion expuesta.
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B. Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos
parentales de los que se deriva el OMG

1. ldentificacion del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es :

Viroide []
Virus ARN []
Virus ADN X
Bacteria L]
Hongo ]
Animal L]
- mamiferos L]
- insectos ]
- peces L]
- otro animal []
(especifique el phylum vy la clase)
Otros, (especifiquense):

2. Nombre

i) Ordeny taxon superior (animales): Adenoviridae

i) Geénero: Mastadenovirus

iii) Especie: Adenovirus humano salvaje (HAd) del serotipo 5

iv) Subespecie: Adenovirus del tipo C.

v) Cepa:

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

vii)Nombre vulgar: HAd5

3. Distribucién geografica del organismo

a) Autoctono del pais que notifica o establecido en él:

Si X No[ ] No se sabe [ |
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b) Autoctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:
i) Si X
En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:
Atlantico X
Mediterraneo
Boreal
Alpino

Continental

X X X X X

Macaroneésico
i) No []
iii) No se sabe L]

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

Si[] No[_]
d) ¢Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?
Si[] No[_]

4. Habitat natural del organismo

a) Siesun microorganismo:
Agua
Suelo, en libertad

Suelo, en simobiosis radiculares de plantas

OO0

En simbiosis con sistemas foliares o caulinares
de plantas

En simbiosis con animales []

Otros , (especifiquense): HAdS no se encuentra en ecosistemas naturales ya que
necesita células humanas para activarse. La especificidad del Had5 hace que
Unicamente sea capaz de replicar en células de humanos. También se ha descrito
que en las ratas algodoneras (Sigmodon hispidus) y también algunos tipos de
hamster (Mesocricetus auratus) los adenovirus humanos, como el HAdS5, son
semi-permisivos para la replicacion del adenovirus humano.
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b) Siesun animal , habitat natural o ecosistema agricola habitual:

5. a) Técnicas de deteccion

La deteccion de un HAdS se efectia por la técnica de PCR en Tiempo Real
(RealTime- PCR) directa usando oligonucleétidos que amplifican una regién no
codificante del genoma del HAdS5. La sensibilidad de estas técnica es de
aproximadamente 10-20 genomas/20 ng de ADN.

5. b) Técnicas de identificacion

La identidad se analizard a nivel de ADN gendmico viral por PCR y analisis de
restricciondel ADN viral purificado.

6. Estd 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 X No [ ]

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 X No[ ] No se sabe [ ]

En caso afirmativo

a) ¢Para cual de los organismos siguientes?:

humanos X

animales []
plantas []
otros []
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b)

Aporte la informacién pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de laseccion 11 del anexo 11l A de la Directiva 2001/18/CE.

El HAd5 es un virus humano del grupo 2. Las infecciones por HAdS son
mayoritariamente asintomaticas pero pueden causar enfermedades del sistema
respiratorio, ocular y gastrointestinal, especialmente en nifios.

El periodo de incubacién de la enfermedad es de 1 a 10 dias. Se ha descrito que
los organos linfoides pueden dar lugar a un shedding persistente, pero esta
circunstancia se considera muy poco habitual y sé6lo se han demostrado efectos
de dicha persistencia anecdotica en el caso nifios pequefios sometidos a un
transplante de médula Gsea. La mayoria de la poblacion es seropositiva para
adenovirus, y entre ellos los adenovirus del grupo C son los mas ampliamente
extendidos lo que provoca que cualquier infeccion adenoviral sea facilmente
neutralizada.

Los adenovirus entran en su huésped via el tracto respiratorio o los 0jos,
mediante aerosoles generados por los individuos afectos (por estornudos o
expectoraciones). La transmision de adenovirus también puede producirse por
contacto con la saliva, o por la via oral-fecal. De acuerdo con la Agencia de
Salud Publica de Canada, el limite inferior para la infeccion por inhalacion es de
150 unidades formadoras de calvas. Las infecciones adenovirales son
normalmente auto-limitantes. Los estudios con vacunas vivas basadas en
adenovirus han demostrado que después de la administracion entérica, se
produce transmision, presumiblemente por la via oral-fecal, pero dicha
transmision requiere un contacto fisico intimo. La infeccion por contacto casual
después de la administracion entérica es altamente improbable, incluso con la
forma salvaje/nativa del adenovirus. También se ha visto que dicha transmision
horizontal sélo se produce entre humanos, y no afecta a ninguna otra especie, a
excepcion hecha del chimpancé.

A diferencia de los retrovirus y los lentivirus, los adenovirus son virus no
integrativos. Se ha descrito la persistencia a largo plazo de genomas
adenovirales en ciertos tejidos linfoides pero se cree que esta persistencia es
episomal y no debida a eventos de integracion de muy baja frecuencia.
Independientemente del mecanismo no se han descrito nunca efectos adversos
asociados a dicha presencia de genomas a largo plazo.

A pesar de los esfuerzos de diversos grupos de investigacion, no sido posible
crear ratones transgénicos por medio de la inyeccion directa de adenovirus en los
testes.

8.

Informacion sobre reproduccion

a)

Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

Irrelevante, porque HAd5 no se encuentra en ecosistemas naturales. Sélo se
encuentra en células humanas.

b)

Tiempo de generacion en el ecosistema en el que vaya a ser liberado:
Irrelevante.
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d) Modo de reproduccién
) P Sexual [_] Asexual X

e) Factores que afectan a la reproduccién:

Irrelevante.

9. Capacidad de supervivencia

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

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

IX) otras (especifiquense): Amplificacién viral.

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia:

Los adenovirus pierden rapidamente su bioactividad a temperatura ambiente.
Pese a ello esta pérdida es logaritmica y por tanto a tiempos largos tiene una
cierta estabilidad, aunque en muchos casos la cantidad de virus remanente esta
por debajo del umbral de infectividad. Los adenovirus son s6lo parcialmente
resistentes a agentes quimicos y fisicos. EI AdH5 es susceptible a hipoclorito
sodico 1%, glutaraldehido 2% y dodecilsulfato sédico (SDS) 0,25%. También
es sensible al calor (>56°C) La inactivacion de HAdS se consigue en autoclave a
121°C durante 15 minutos, con una eliminacién 100% eficaz. Se permite el
empleo de temperaturas mas elevadas, o de una mayor duracién del proceso de
autoclavado.

10.a) Vias de diseminacion

Los adenovirus afectan a numerosos y variados aparatos de nuestro organismo. Los
sindromes mas frecuentes y conocidos son:

* Infecciones del tracto respiratorio. Son muy frecuentes, sobre todo las infecciones
de las vias altas, como las faringoamigdalitis, que se presentan a lo largo de todo el
afio. Los adenovirus también producen infecciones de las vias bajas, como las
traqueobronquitis, donde la tos es un sintoma caracteristico, hasta el punto de
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provocar sindromes pertusoides. Mas raramente, pueden ser responsables de cuadros
de neumonia.

* Infecciones de tracto digestivo. Deben distinguirse las producidas por los serotipos
40 y 41, que cursan con fiebre, gastroenteritis y un tiempo de evolucién superior a
los 8 dias, de las mas leves originadas por los otros serotipos.

» Infecciones oculares. Pueden presentarse como una conjuntivitis, a veces
acompafiando a otros cuadros clinicos, por lo general la faringitis, 0 como una
queratoconjuntivitis, mas grave, que comienza por una conjuntivitis folicular y llega
a invadir la cdrnea.

* Infecciones genito-urinarias: la forma mas habitual es la cistitis hemorragica,
aungue se han descrito también casos de cervicitis y uretritis como manifestaciones
de una enfermedad de transmision sexual.

* Infecciones en el paciente inmunodeprimido. De forma muy ocasional los
adenovirus pueden afectar a estos enfermos, produciendo cuadros graves de
neumonia o de infeccion generalizada en los que el patdgeno puede aislarse en
diversos 6rganos como, por ejemplo, en el higado trasplantado a un paciente.

10. b) Factores que afectan a la diseminacién

Irrelevante.

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 nameros de la
notificacién)

Se ha realizado el ensayo clinico “Ensayo clinico, abierto, de Fase I para evaluar la
eficacia y seguridad del tratamiento con células mesenquimales aut6logas infectadas
con un nuevo adenovirus oncolitico (CELYVIR) en el tratamiento de pacientes
pediatricos con tumores so6lidos refractarios o recidivantes” autorizado con fecha del
18/06/2012 y con numero de notificacién B/ES/12/17.

Se realizo el ensayo clinico “Administracion endovenosa de fase I del adenovirus
oncolitico ICOVIR-5 en pacientes con melanoma avanzado o metastasico”, con
nimero de notificacion B/ES/11/27.

Actualmente, se esta realizando el ensayo clinico “Ensayo clinico de viabilidad de la
combinacién de AloCelyvir con quimioterapia y radioterapia para el tratamiento de
nifios y adolescentes con tumores solidos extra-craneales en recaida o refractarios”
autorizado con fecha del 27/11/2020 y con numero de notificacion B/ES/20/09. El
ministerio aprobo el procedimiento.

Actualmente, se esta realizando otro ensayo clinico titulado “Ensayo clinico fase Ib
para evaluar la seguridad, tolerabilidad y la eficacia preliminar de AlIoCELYVIR
(células mesenquimales alogénicas + Icovir-5) en nifios, adolescentes y adultos
jovenes con glioma difuso de la protuberancia (DIPG) de nuevo diagndstico en
combinacién con radioterapia o meduloblastoma en recaida/progresion en
monoterapia” autorizado con fecha del 09/07/2021 y con el nimero de notificacién
B/ES/21/19.
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C. Informacion sobre la modificacién genética
1. Tipo de modificacion genética:

i) Insercion de material genético X
i) Eliminacion de material genético X
iii)Sustitucion de una base L]
iv) Fusion celular L]

v)Otro (especifiquese): ICOVIR-5 (HAd5-DM-E2F-K-A24-RGD) es un
adenovirus oncolitico derivado de HAd5 disefiado para el tratamiento
sisttmico de tumores diseminados. Su genoma contiene diversas
modificaciones que le confieren capacidad de replicacion selectiva en células
tumorales en las que la ruta de retinoblastoma/E2F se encuentra desregulada.
Las diferentes modificaciones genéticas que contiene ICOVIR-5 son: 1) la
sustitucion de parte de promotor endogeno de E1A por el promotor de E2F-1
para controlar la expresion de la proteina viral E1A; 2) la insercion de una
secuencia "aislante” (DM) precediendo el promotor; 3) la insercién de una
secuencia kozak en el codén de inicio de E1A (K); 4) la presencia de una
deleccién de 8 aminoacidos en el dominio de union de E1A con pRb (delecidn
A24);y 5) lainsercion del tripéptido RGD en la fibra viral.

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

El conjunto de alteraciones incluidas en el genoma de ICOVIR-5 consiguen que la
replicacion del virus quede restringida a células tumorales (con niveles de E2F-1
altos). Ademas consiguen también restringir la expresion de las proteinas virales a
las células constituyentes del tumor, con lo cual el virus puede ser administrado
sisttmicamente sin que dé lugar a toxicidad hepatica. La inclusion del péptido 4C-
RGD consigue incrementar la eficacia de infeccion del adenovirus por las células
tumorales (que sobreexpresan integrinas). El uso previsto de ICOVIR-5 es como
tratamiento antitumoral de tumores sélidos en Pacientes con Melanoma Uveal
Mestastasico.

3. a) ¢Se ha usado un vector en el proceso de modificacién?

Si X No [ ]

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

3. b) En caso afirmativo, ¢esta 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
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a)

Tipo de vector
plasmido
bacteriéfago
virus

cosmido

OO X

Elemento de transposicion

Otros (especifiquense):

b)

Identidad del vector:

Para generar el virus de replicacion condicional ICOVIR-5, se digirio el plasmido
pICOVIR-5 con el enzima Pacl y se transfectd en células HEK293 (procedentes
de la ATCC: American Type Cell Collection). El plasmido pICOVIR-5 proviene
de la recombinacion del pldsmido pShuttle-DME2FK-A24 (que contiene las
modificaciones en el promotor de E1A del adenovirus HAd5, tales como la
secuencia aislante DM-1, el promotor E2F-1 humano y la secuencia de Kozak,
ademas de la version A24 de EI1A) con el plasmido pVK503 (plasmido que
contiene el genoma entero de HAd5 modificado en su fibra en el aminoacido 480,
insertando 27 pares de bases que codifican para el péptido RGD-4C: Cys-Asp-
Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys). La identidad del vector pICOVIR-5 se puede
confirmar mediante digestion con Kpnl, que da lugar a un patrén diferencial.

Gama de organismos huéspedes del vector:

pICOVIR-5 solo se replica en bacterias. La transfeccion de una version digerida
del vector pICOVIR-5 da lugar a una copia completa del genoma adenoviral de
ICOVIR-5 con capacidad de replicacion en células humanas con niveles elevados
de expresion de E2F-1 (tumorales).

d)

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

- Plasmico pICOVIR-5:
Si X No []

Resistencia a los antibioticos X

Otras, (especifiquense)
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Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta: Gen de resistencia a
Ampicilina

- ICOVIR-5:
Si[] No X
Resistencia a los antibioticos [ ]
Otras, (especifiquense)

Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta: Gen de resistencia a
Ampicilina

Fragmentos constituyentes del vector:

El plasmido pICOVIR-5 proviene de la recombinacion del plasmido pShuttle-
DM-E2FK-A24 (que contiene la region 34931-35935 del genoma de HAdS5
seguida de la region 1-5790 con las modificaciones en el promotor de E1A del
adenovirus HAdS, tales como la secuencia aislante DM-1, el promotor E2F-1
humano y la secuencia de Kozak, y también la version A24 de EI1A) con el
plasmido pVK503 (plasmido que contiene el genoma entero de HAd5 modificado
en su fibra en el aminoécido 480, insertando 27 pares de bases que codifican para
el péptido RGD-4C: Cys-Asp-Cys-Arg-Gly-Asp-Cys-Phe-Cys). De esta forma
pICOVIR-5 contiene el genoma completo de ICOVIR-5. Ademas pICOVIR-5
contiene el gen de resistencia a ampicilina y un origen de replicacién en bacteria,
flanqueado por dianas Pacl (de forma que tras la digestion con Pacl los elementos
que permiten su propagacion en bacteria desaparecen).

Método de introduccién del vector en el organismo receptor
i) transformacion ]

ii) electroporacion
iif) macroinyeccion

iv) microinyeccion

OO o

v) infeccion

vi) otros, (especifiquense):

La transfeccion de una version digerida del vector pICOVIR-5 da lugar a una
copia completa del genoma adenoviral de ICOVIR-5 con capacidad de
replicacion en células humanas con niveles elevados de expresion de E2F-1
(tumorales).

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

i)  transformacion L]
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ii)  microinyeccion L]
iii) macroencapsulacién L]
iv) macroinyeccion L]

v) otros, (especifiquense)

6.

Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercién:

El genoma de ICOVIR-5 contiene 5 inserciones respecto el genoma de HAd5: -
Aislante genético del gen de la distrofia miotonica del genoma humano DM-1.:
Genbank L08835. - Promotor del gen de E2F1 del genoma humano: Genbank
S74230. - Secuencia humana de Kozak : secuencia CCACC. - Secuencia
artificial de unibn a integrina de la familia av: secuencia
TGTGACTGCCGCGGAGACTGTTTCTGC.

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

- Aislante DM-1: locus DM1 humano. Se obtuvo por PCR a partir de ADN obtenido
de células mononucleares de sangre periférica human normal, usando
oligonucleotidos que amplificaban la region comprendida entre la posicion 13006 y
la 13474 de la secuencia del locus génico de DM-1 (GenBank accesion number
L08835). Aisla el promotor E2F1 en el genoma viral.

- Promotor E2F1: Secuencia no codificante de origen humano. Se obtuvo por PCR a
partir de ADN obtenido de células mononucleares de sangre periférica humana
normal, usando oligonucledtidos que amplificaban la region comprendida entre la
posicion -218 y la + 51 de la secuencia del gen de la E2F-1. Controla la expresién de
genes en dependencia de E2F-1.

- Secuencia de Kozak. Secuencia no codificante de origen humano generada
sintéticamente a partir de oligonucledtidos disefiados para que incluyan la secuencia
CCACC y posterior PCR. Facilita el reconocimiento de la maquinaria de traduccion
de los mARN.

- Secuencia sintética de union a integrinas. Secuencia artificial generada
sintéticamente como oligonucledtidos disefiados para que incluyan la secuencia
TGTGACTGCCGCGGAGACTGTTTCTGC vy posterior PCR. Permite que el virus
Sse una aintegrinas sobreexpresadas en tumores.

c) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el
OMG: Véase la seccion anterior.

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

- Otros especifiquense): Integrados en el genoma de HAdS.
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e) ¢Contiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funcion no se
conozcan?

Si[ ] No X

En caso afirmativo , especifiquese:
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D. Informacion sobre el organismo u organismos de los que se deriva el
fragmento de insercion (donante)

1. Indiquese sies:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria

Hongo

I I N O R N A

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

Otros ( especifiquense)

2. Nombre completo

1) Orden y taxdn superior (animales): Primate

i)  Familia (plantas): Hominidae

iii)  Geénero: Homo

Iv) Especie: Homo Sapiens

v)  Subespecie: Homo Sapiens Sapiens

vi) Cepa: NA

vii) Cultivar/linea de reproduccion: NA

viii) Patovar: NA

iX)  Nombre vulgar: Especie humana

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

Si[ ] No X No se sabe [_]
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En caso afirmativo, especifiquese

a) ¢para cual de los organismos siguientes?  humanos L]
animales L]
plantas L]
otros L]

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 laletra A de la seccion 1l del Anexo 11 A:

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 exposicién a agentes bioldgicos
durante el trabajo?

Si[] No X

En caso afirmativo , especifiquese:

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

Si X No [ ] No se sabe [ ]

E. Informacion sobre el organismo modificado genéticamente

1. Rasgos genéticos y caracteristicas fenotipicas del organismo receptor o parental
que hayan sufrido algin cambio como resultado de la modificacidn 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 reproduccién?

Si X No [ ] No se sabe [ ]
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Especifiquese: Mientras HAd5 es capaz de replicarse en todas las células
humanas, ICOVIR-5 sélo es capaz de replicarse en células humanas tumorales
con niveles altos de E2F-1.

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 diferenciaen algo el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad?
Si X No [] No se sabe[ ]

Especifiquese: Es defectivo en células normales humanas y por tanto solo
afecta a células tumorales humanas. No genera la patogenicidad de vias
respiratorias tipica del HAdS5.

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

Estable.

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

Si X No [ ] No se sabe [ ]

En caso afirmativo:

a) ¢Para cudl de los organismos humanos X
siguientes? _

animales L]

plantas []

otros L]
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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 i) del punto 2 de la letra C de la seccion Il
del anexo 1l A

El conjunto de modificaciones genéticas que incluye ICOVIR-5 impiden tanto la
expresion de proteinas virales como la replicacion misma del virus en las células
normales que no presenten alteraciones en la via de retinoblastoma. Esto ha sido
demostrado en experimentos preclinicos ya publicados anteriormente. Los
tejidos de raton y de rata no permiten la replicacion eficiente de los adenovirus
humanos, por lo que los datos en estos modelos no pueden informar sobre la
situacion en humanos.

Numerosos datos clinicos y preclinicos con adenovirus oncoliticos similares a
ICOVIR5 demuestran que la principal toxicidad es hepatica. Se realizd un
primer ensayo clinico fase | de escalada de dosis en humanos en IDIBELL para
determinar la dosis maxima tolerada (DMT) de la infusién intravenosa (IV) de
Icovir-5 en pacientes con melanoma maligno avanzado (NCT01864759)
(B/ES/11/27). Los resultados en 12 pacientes tratados con una infusion Gnica de
una dosis de hasta 1013 particulas virales (vp) mostraron una toxicidad hepatica
(transaminitis) limitante de la dosis, estableciendo una dosis recomendada de
fase 1l de 3,3x1012 vp. La deteccion de Icovir-5 en biopsias indico que la via IV
permite llegada de Icovir-5 a lesiones tumorales.

Se ha completado el primer ensayo clinico con Celyvir en humanos / primero en
nifios para pacientes con tumores solidos recidivantes / refractarios. Celyvir se
fabricd a partir de un aspirado de médula 6sea y luego se administré por via
intravenosa (B/ES/12/17). Los pacientes recibieron infusiones semanales durante
6 semanas a una dosis de 2x106 células / Kg (nifios) o 0,5-1x106 células / Kg
(adultos), 2x104 particulas virales por célula. Se reclutaron 15 pacientes
pediatricos y 19 adultos, pero 18 no llegaron a recibir Celyvir, principalmente
debido a la rapida progresion de la enfermedad antes de que Celyvir estuviera
disponible. No se informaron toxicidades de grado 2-5. La replicacién
adenoviral detectada por PCR se encontré en todos menos 2 pacientes
pediatricos y en ninguno de los adultos.

Se han tratado a méas de 40 nifios con tumores solidos avanzados en un programa
de uso compasivo con Celyvir desde 2010, de la misma manera que los
pacientes para los dos ultimos ensayos clinicos aprobados. No se han encontrado
nunca toxicidades grado 2-5, ni afectacion en cuidadores y/o familiares de los
pacientes.

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Tecnicas utilizadas para detectar el OMG:
Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (Real-time-PCR).

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

La identidad de ICOVIR5 se analizard a nivel de ADN gendémico viral por PCR y
analisis de restriccion del ADN viral purificado.

Por PCR se amplifica desde bp 321 de ICOVIRS5 hasta el bp 2013. Esta region de
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1692 flanquea el aislante DM1, el promotor E2F1 y la mutacion A24 de E1A.

En analisis de restriccion se realizard cortando el ADN viral gendmico con la
enzima Kpn I. Esta enzima genera un fragmento de 1284bp y otro de 1738bp
caracteristicos de ICOVIRS. El mapa completoes: 6.4/5.7/5.1/4.8/3.6/2.9/2.3
/1.7/16/1.2/ 1.0 Kb). EIl HAd5 genera una Unica banda de 2052bp en lugar de
esas dos bandas caracteristicas. La secuenciacion del genoma de ICOVIR-5 se
realizara en las regiones diferenciales respecto HAd5. Se usaran los siguientes pares
de oligonucleotidos:

Region DM-1: DM-1-Up (5’-GGGCAGATGGAGGGCCTTTTATTC-3%)
Region del promotor E2F: E2F-Up (5’-GTGTTACTCATAGCGCGTAA-3’)
Region de la deleccion D24: D24-down (5°-CTCCGGTGATAATGACAAG-3’)

Region de la fibra modificada en su tropismo por RGD: FiberUp (5°-
AAACGCTGTTGGATTTATG-3).

F. Informacién sobre la liberacién

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

La finalidad del presente ensayo clinico es determinar la seguridad, tolerabilidad y
eficacia preeliminar de la infusion de células mesenquimales de donantes sanos que
portan en su interior el adenovirus oncolitico de replicacion condicionada ICOVIR-5
(medicamento de terapia avanzada que denominamos AloCelyvir), en pacientes con
Melanoma Uveal Mestastasico.
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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 relativaa laliberaciony a la zona circundante

a) Localizacion geografica (region administrativa y coordenadas de referencia
cuando proceda): Institut Catala d’Oncologia (ICO) - Hospital Durén i
Reynals, Avinguda de la Granvia de I’Hospitalet, 199, 08908 L'Hospitalet de
Llobregat, Barcelona

b) Area del lugar (m?):
i) lugar real de la liberacion (m?): 10

ii) area de liberacion mas amplia (m?): Hospital y vivienda habitual del
paciente

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

Irrelevante.

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

Irrelevante.

4. Meétodo y amplitud de la liberacion

a. Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

La dosis elegida para este ensayo es de 0,5 x 10° células por kilo de peso del
paciente y dosis, cada célula contendra 2 x 10 particulas virales. Por tanto, un
paciente de 60 Kilos recibira 6 x 10! particulas virales por dosis. EI nimero de
dosis prevista es de 8. Estas cantidades son menores que las que se han usado
hasta la fecha.

b. Duracién de la operacién:
El nimero de dosis prevista es de 8. Cada infusion tarda unos 10 - 15 minutos.

c. Métodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG mas alla del lugar de liberacion:

Los elementos fisicos usados durante la infusién se desechan en un contenedor
de muestras bioldgicas. Se eliminaran como residuos biopeligrosos.

5. Descripcion resumida de las condiciones ambientales medias (clima, temperatura,
etc.)
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Clima mediterrdneo continental y condiciones climaticas controladas dentro del
Hospital.

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

Numerosos datos clinicos y preclinicos con adenovirus oncoliticos similares a
ICOVIR5S demuestran que la principal toxicidad es hepatica. Se realizé un primer
ensayo clinico fase | de escalada de dosis en humanos en IDIBELL para determinar
la dosis maxima tolerada (DMT) de la infusion intravenosa (IV) de Icovir-5 en
pacientes con melanoma maligno avanzado (NCTO01864759), numero de
notificacion B/ES/11/27. Los resultados en 12 pacientes tratados con una infusién
Unica de una dosis de hasta 1013 particulas virales (vp) mostraron una toxicidad
hepética (transaminitis) limitante de la dosis, estableciendo una dosis recomendada
de fase Il de 3,3x1012 vp. La deteccion de Icovir-5 en biopsias indico que la via IV
permite llegada de Icovir-5 a lesiones tumorales.

Se ha finalizado el primer ensayo clinico con Celyvir en humanos / primero en nifios
para pacientes con tumores sélidos recidivantes / refractarios, B/ES/12/17. Celyvir
se fabrico a partir de un aspirado de médula désea y luego se administré por via
intravenosa. Los pacientes recibieron infusiones semanales durante 6 semanas a una
dosis de 2x106 células / Kg (nifios) o 0,5-1x106 células / Kg (adultos), 2x104
particulas virales por célula. Se reclutaron 15 pacientes pediatricos y 19 adultos,
pero 18 no llegaron a recibir Celyvir, principalmente debido a la rapida progresion
de la enfermedad antes de que Celyvir estuviera disponible. No se informaron
toxicidades de grado 2-5. La replicacion adenoviral detectada por PCR se encontrd
en todos menos 2 pacientes pediatricosy en ninguno de los adultos.

Se han tratado a mas de 40 nifios con tumores sélidos avanzados en un programa de
uso compasivo con Celyvir desde 2010, de la misma manera que los pacientes de los
dos ultimos ensayos clinicos aprobados. No se han encontrado nunca toxicidades
grado 2-5. Tampoco se ha encontrado ningun episodio entre los cuidadores y
familiares de los pacientes que han recibido este OMG sugerente de transmisién del
mismo a la comunidad.

La diferencia entre Celyvir y AloCelyvir es que las células mesenquimales
provienen del propio paciente en el caso de Celyvir, mientras que provienen de un
donante sano en el caso de AloCelyvir.
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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)

i) Orden y taxon superior (animales): Primates

i) Familia (plantas): Hominidae

iif)  Geénero: Homo

iv)  Especie: Homo Sapiens

V) Subespecies: Homo Sapiens Sapiens

vi)  Cepa: NA

vii)  Cultivar/Linea de reproduccion: NA

viii) Patovar: NA

iX)  Nombre vulgar: Especie humana

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

El objetivo de la administracion de ICOVIR-5 es el tratamiento antitumoral de
tumores sélidos con adenovirus oncoliticos en pacientes con Melanoma Uveal
Metastasico. En base a las caracteristicas de las células tumorales (que tienen
niveles elevados de E2F-1) y de las modificaciones introducidas en el genoma de
ICOVIR-5, se espera la replicacion selectiva de ICOVIR-5 en las células tumorales
lo que provocard la eliminacion selectiva de las células malignas y la amplificacion
de la dosis inicial de ICOVIR-5 dentro de la masa tumoral. Al llegar a los margenes
del tumor, ICOVIR-5 entrard en las células no tumorales, pero alli es incapaz de
expresar las proteinas del adenovirus y no puede activar su replicacién, con lo cual
no se propaga. De esta forma se consigue la eliminacion de los tumores de los
pacientes con tumores solidos. El conjunto de alteraciones introducidas hacen que
ICOVIR-5 pueda ademas ser administrado tanto localmente como sistémicamente
en el torrente sanguineo. Asi:

- En astrocitos normales humanos primarios, ICOVIR-5 es incapaz de expresar
niveles detectables de E1A, ni de proteinas tardias (fibra), su replicacion esta
bloqueada (titulo de virus producido 5 logaritmos menor que para el virus salvaje
HAd5), y no es citotdxico.

- En higado normal tanto humano como de raton, ICOVIR-5 no es capaz de expresar
niveles detectables de E1A. En muestras primarias de higado humano, el virus
tampoco es capaz de replicarse.

- En fibroblastos humanos normales, ICOVIR-5 no es capaz de expresar E1A.

- En células tumorales humanas (con alteraciones en la ruta de retinoblastoma)
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donde la funcionalidad de la ruta pRb se restaura por sobreexpresion de pRb o el
regulador negativo p21), ICOVIR-5 no es capaz de expresar niveles detectables de
E1A or proteinas tardias (fibra) y sureplicacion es inactivada (titulo viral 7 logs por
debajo de la misma linea celular antes de la restoracion de la ruta pRb).

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

El HAdS tiene una especie-selectividad muy restringida. Pese a que las células no
humanas pueden ser infectadas con HAdS5, estas infecciones son abortivas. Las
modificaciones introducidas en ICOVIR-5 no modifican sustancialmente la
selectividad de especie (humana) del virus con respecto a HAd5. Por tanto la
posibilidad que la selectividad de especie se amplie es despreciable para ICOVIR-5.

4. (Es probable que se dé una seleccion posterior a la liberacion 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
liberaciény en los cuales puede quedar establecido

No esta previsto que ICOVIR-5 interactle con organismos distintos del objetivo,
porque tiene una seleccion de huéspedes muy limitada y por la forma propuesta para
la difusion. Debido al hecho que el hombre es el huésped exclusivo de HAd5, y que
las modificaciones genéticas introducidas en ICOVIR-5 no modifican la
especificidad del virus, la probabilidad de transmision productiva de ICOVIR-5 a
animales es practicamente nula. Y, en el caso improbable de que se produzca la
administracion involuntaria a organismos distintos del objetivo, la propia
selectividad del virus impediria su diseminacion entre células no tumorales.

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)  Ordeny taxon superior (animales): NA

i) Familia (plantas): NA

iii) Género: NA

iv) Especie: NA

V)  Subespecie: NA

vi) Cepa: NA

vii) Cultivar/linea de reproduccion: NA
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viii) Patovar: NA

iX) Nombre vulgar: NA

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

c) Del OMG aotros organismos del ecosistema de liberacion: No procede.

d) De otros organismos al OMG: No procede.

e) Consecuencias probables de la transferencia de genes: No procede.

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 procede.

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

El control de los efectos directos e indirectos del OMG en los pacientes (efecto
antitumoral + toxicidad), se hard con las evaluaciones clinicas habituales:
exploracion fisica, ECG, constantes vitales (frecuencia cardiaca y presion arterial),
notificacion de acontecimientos adversos, evaluacién de reacciones en el punto de
inyeccion, histologia y evaluaciones inmunitarias. Se haré todo lo posible para hacer
un seguimiento de los pacientes en los 2 afios siguientes a la administracion de las
infusiones. Ademéas se obtendrdn muestras de sangre para determinar titulos de
ICOVIR-5 en plasma, su replicacion y la presencia de anticuerpos antiadenovirus,
coincidiendo con cada administracion.

2. Meétodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

Dada la poca probabilidad de infectar sujetos no tratados intencionalmente, y la nula
replicacion de ICOVIR-5 en células de sujetos no afectos de cancer, se considera
despreciable la posibilidad que haya diseminacién de ICOVIR-5 al medio a partir de
terceras partes.

3. Meétodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del OMG a
otros organismos

El adenovirus oncolitico carece de la capacidad de integrarse en el genoma de otros
organismos

4. Tamafio del area de seguimiento (m2)

Hospital y vivienda habitual del pacientes.

5. Duracién del seguimiento

El ensayo esta previsto que dure 4 afos. Los pacientes estan previstos que se traten
durante 8 semanas.

6. Frecuencia del seguimiento

Los pacientes se evaluaran cada semana durante la fase de tratamiento, al mes de la
Gltima dosis y posteriormente cada 3+1 meses.

L Informacion sobre el tratamiento posliberacién y el tratamiento de
residuos

1. Tratamiento del lugar tras la liberacién

Los elementos fisicos usados durante la infusién se desechan en un contenedor de
muestras bioldgicas. Se eliminaran como residuos biopeligrosos.

Una vez que los pacientes sean dados de alta, las habitaciones y material que haya
estado en contacto se descontaminaran utilizando desinfectantes estdndar para
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superficies.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacién

Todos los desechos generados durante la manipulacion directa de ICOVIR-5 se
eliminaran en contenedores sellados de bioseguridad (clase de residuo 3; residuos
biologicos) debidamente etiquetados.

La gestion de residuos se subcontratara a una empresa especializada.

Las muestras de pacientes para analisis posteriores deben introducirse en una bolsa
doble sellada y transportarse en recipientes rigidos bien cerrados que estén
debidamente etiquetados como residuos de riesgo bioldgico y seran manipulados por
el personal del estudio, lo que justifica el traslado adecuado al laboratorio.

Las muestras que seran analizadas por laboratorios externos también se llevaran a
contenedores rigidos bien cerrados. El laboratorio receptor sera informado del envio
de la muestra antes de su ejecucion.

3. a) Tipoy cantidad de residuos producidos

- Material procedente de la preparacion de la solucion ICOVIR-5 a inyectar: los
residuos se manipularan como residuos biologicos clase 3, y se dispondran en
contenedores especificos cuya gestion se subcontratard a una empresa especializada.

- Material clinico: jeringas, agujas, viales, vendas desechables, guantes, material de
limpieza, etc : el material solido se descontaminara mediante esterilizacion con
vapor y posterior incineracion. Los residuos liquidos y las superficies se trataran con
un desinfectante (es decir, VirkonTM). Los residuos restantes se destruirdn como
residuos biopeligrosos.

3. (b) Tratamiento de residuos

Todos los residuos generados por manipulacion directa de ICOVIR-5 serén
considerados como material infeccioso. En consecuencia, todos los desechos deben
mantenerse en contenedores apropiados para sustancias biopeligrosas y
descontaminarse antes de su eliminacion. La descontaminacion y eliminacion de
dichos materiales (usados o no) se realizaran en las instalaciones centrales indicadas
por el patrocinador.

Segun la naturaleza del material, el protocolo de eliminacion sera diferente:
- Gestion de empresas especializada

- Inactivacion con vapor en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se permitiran
temperaturas méas altas.

- Limpieza de superficies con jabén y desinfectantes (es decir, VirkonTM).

J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

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

No procede, los pacientes tratados hasta la fecha han liberado OMG sin causar efectos
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| en la poblacion. |

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

No procede, desde el momento de su liberacion por la Sala Blanca, a su infusion en
los pacientes, ICOVIR-5 se encuentra en un sistema cerrado.

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

No procede.

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

Después de haberse administrado unas 600 dosis a mas de 50 pacientes (en ensayos
clinicos y en uso compasivo), no se ha encontrado ningin efecto adverso en los
manipuladores del OMG, en los cuidadores o en los familiares de los pacientes.
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