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EVALUACION DE RIESGO DE LA LIBERACION AL MEDIO AMBIENTE
DE CELULAS T MODIFICADAS GENETICAMENTE
(Notificacion B/ES/15/08)

Titulo del ensayo

“Ensayo clinico en fase II, multicéntrico y de un solo grupo para determinar la eficacia y la seguridad de
células T autdlogas modificadas genéticamente en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de
células B (LLA) en recaida y refractaria”.

Caracteristicas del ensayo

Novartis Farmacéutica S.A presenta una solicitud para realizar un estudio de fase I, multicéntrico y de un solo
grupo de tratamiento con células T autdlogas modificadas genéticamente (CTLO19) en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda de células B (LLA) en recaida y refractaria.

El tratamiento adoptivo con células T es un método particular que implica la manipulacién genética de
receptores de células T (TCRs) para unirlas a antigenos especificos presentes en células tumorales. Estos TCRs
modificados, conocidos como receptores de antigenos quiméricos (CARs), permiten que el sistema inmunitario
se dirija especificamente a las células tumorales.

El ensayo se realizard en el Hospital San Juan de Déu. Se prevé que se incluirdn aproximadamente 50 pacientes
pediatricos, desde los tres afios en el momento del screening a los 21 en el momento del diagnostico.

CTLO19 se fabrica en el Centro de Fabricacion de Terapia Génica y Celular de Novartis, se suministra en bolsa
de criopreservacion y se administrara mediante infusion intravenosa, directamente desde la bolsa o
transfiriendo el contenido a una jeringa. La dosis consistira en una tinica infusién de 2 a 5 x 10° células por kg
de peso corporal.

Caracteristicas del OMG

Células T autologas modificadas genéticamente para unirlas a la proteina de superficie CD19 cuya expresion se
limita a las células B y a sus precursoras.

Las células T se obtienen del paciente mediante leucaféresis y son modificadas genéticamente utilizando un
vector lentiviral rdLVV (LVV deficiente para la replicacion), integrativo, basado en vectores retrovirales de
tercera generacion, que no contiene los genes requeridos para la replicacion y que contiene la secuencia
genética que codifica para la expresion del receptor antigénico quimérico (murino/humano) para CD19.
Bajo el control del promotor EF1a, el transgen esta constituido por una secuencia lider CD8a, un fragmento
monocatenario de anticuerpo murino (anti- CD19scFv), una region bisagra y transmembrana CDS8, y un
dominio de sefializacion 4-1BB (CD137) y CD3 (TCRE) que media la activacion de las células T de forma
independiente al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH):
— Laregion scFv anti-CD19 se modifico a partir de la linea celular de hibridoma de raton, FMC63.
— El péptido lider, bisagra y transmembrana CD8 y los dominios intracelulares de 4-1BB y CD3( se
obtuvieron mediante PCR de sub-clonaje utilizando una libreria de ADN complementario de bazo
humano.

Para producir la particula viral pseudotipada, con la envuelta del virus de la estomatitis vesicular, y portadora

del transgen, se transfectan varios plasmidos (que codifican para las proteinas estructurales del virus), entre los
que se incluye el plasmido que contiene el transgen, en una linea de celular de empaquetamiento, HEK293T.
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Las particulas viricas pseudotipadas puede transducir células de muchas especies, ya que interaccionan con
células que no se dividen, incluyendo las células T.

Una vez el receptor CAR se expresa en la superficie de las células T, se puede identificar mediante citometria
de flujo (FACS) y mediante PCR cuantitativa (QPCR).

Identificacidn de riesqos potenciales

-Presencia de particulas virales libres

Cualquier vector lentiviral libre no integrado se considera eliminado y/o inactivado durante el proceso de
fabricacion del CTLO19. La eliminacion/inactivacion esta basada en los tres mecanismos siguientes:

1. Los vectores lentivirales pseudotipados (VSV-G) pierden el 90% de su actividad cuando se cultivan a
37°C durante 48 horas. El proceso de fabricacion del CTLO19 incluye una etapa de incubacion de al
menos 8 dias a 37°C.

2. Los vectores lentivirales pseudotipados (VSV-G) se inactivan por el sistema del complemento en el
suero humano. Se ha publicado que la incubacion a 37°C en suero humano al 80% durante una hora
inactiva el 98% de las particulas lentivirales. El medio de cultivo utilizado durante la expansion de las
células CTLO19 contiene suero humano.

3. Otro aspecto es el factor de dilucion/eliminacion tedrico durante el proceso de fabricacion. Las células
se lavan y se expanden varias veces. Se estima que el proceso de fabricacion tiene un factor de dilucion
acumulativo teorico de 1.370% en el peor de los casos.

En conclusioén, el vector viral de partida es efectivamente desactivado y/o eliminado durante el proceso de
fabricacion del CTLO19. La cantidad de particulas virales residuales en el producto es practicamente cero por
lo que no se realizard ningun test en la liberacion del producto para confirmar la ausencia de particulas
lentivirales libres.

-Capacidad de transferencia génica debido a la formacion de lentivirus competentes para la replicacion
(RCL)

Comparado con el virus parental, el rdLVV en la forma pro-viral no se puede ensamblar para formar nuevas
particulas virales una vez se ha integrado en el genoma de la célula huésped final, a menos que ocurra algun
proceso de recombinacidn/complementacién con secuencias retrovirales enddgenas humanas del huésped
(HERVs). Se necesitaria que hubiera homologia entre las secuencias del vector y las HERVs. El vector solo
contiene una porcion limitada del genoma del lentivirus, las LTRs y la sefial y (psi) de empaquetamiento. Esta
porcion limitada de secuencias lentivirales hace que la recombinaciéon con HER Vs sea improbable.

Por otra parte, la linea celular HEK 293 utilizada como célula de empaquetamiento estable para la produccion
de vectores, se caracteriza por la segregacion de las secuencias virales necesarias para el empaquetamiento en
plasmidos distintos. Esta aproximacion permite la reduccion del riesgo de produccion de RCL dado que serian
necesarios tres eventos de recombinacion para la generacion de una RCL.

Durante la fabricacion de CTL0O19 o posteriormente, después de la introduccion en el paciente de células
transducidas con el vector, se puede generar lentivirus competentes para la replicacion. No obstante:

— -La leucaféresis autdloga del paciente que se utiliza como material de partida se analiza para
determinar ausencia de VIH, HBV y HCV y los pacientes que presenten algiun resultado positivo se
excluiran del estudio.

— -Es muy poco probable un RCL resultante de la fabricacion por el propio disefio del vector y porque,
previamente a la administracion de CTL0O19 al paciente, se realizan ensayos para la deteccion de RCL.
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La capacidad de transferencia génica debido a la formacion de RCL por co-infeccion accidental con VIH post-
administracion es poco probable ya que las deleciones y cambios en la secuencia viral del vector,
especificamente en los LTRs, disminuye las secuencias homologas con el VIH silvestre que no permite que se
pueda producir la recombinacién homologa.

-Riesgo de transferencia genética

La probabilidad de transferencia genética horizontal es insignificante, ya que (i) las células T no transfieren
genes horizontalmente, (ii) los procedimientos rigurosos de control de calidad del vector y de las células
receptoras evitan la presencia de contaminantes microbianos que podrian transmitirse a los pacientes y de ellos
al medioambiente, (iii) el virus integrado en las células T, no serd capaz de recombinarse con secuencias de
vectores retrovirales endégenos humanos dada la ausencia de secuencias de homologia.

Lo mismo ocurriria en el caso poco probable de infeccion de los pacientes por VIH tras la administracion.
Respecto a la posible presencia de particulas virales libres en el producto, estas se inactivarian por el
complemento del suero humano del paciente. Incluso en el caso de que la particula infecciosa sobreviviera el
tiempo suficiente para infectar una célula, el vector es deficiente para la replicacion y tinicamente se podria
integrar una vez y no podria haber diseminacioén posterior.

-Patogenicidad

El vector utilizado para la preparacion de las células T genéticamente modificadas es un vector lentiviral
deficiente para la replicacion, basado en vectores retrovirales de tercera generacion. La mayor parte de la
secuencia nativa del VIH-1 (aproximadamente el 85%) se ha eliminado, salvo las LTRs y la sefial de
empaquetamiento.

Las células CTL019 no producen virus infecciosos ni patogénicos. Existe una clara evidencia de que las células
T transducidas no pueden ser fuente para transducciones posteriores ya que el vector se integra en el
cromosoma de las células T sin trasferir secuencias codificantes derivadas del virus.

-Capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminaciéon

La posibilidad de supervivencia, establecimiento y diseminacion del vector es insignificante teniendo en cuenta
que es un vector no replicativo y la practica ausencia de particulas virales libres en el producto CTLO19.

Por otra parte, fuera del huésped, las células CTLO19 son sensibles y rapidamente eliminadas tanto por
inactivacion fisica (deshidratacion y calor) como por desinfectantes (disolventes de lipidos y detergentes
suaves).

-Efecto sobre la salud humana, otros organismos no diana y el medio ambiente

Todo el personal sanitario implicado en la manipulacién y administracion del CTL019 sera formado acorde al
protocolo del estudio y toda la documentacion de soporte.

CTLO19 no se transmite por el aire pero puede ser transmitido por inyeccion accidental o contacto con la piel.
Si el personal médico se expusiera al CTLO19 de forma accidental su sistema inmune eliminaria dichas células.

-Control y tratamiento de residuos

Novartis proporcionara una “Hoja Resumen de Seguridad” con informacion para la manipulacion segura del
producto CTLO19, medidas a tomar en caso de derrames accidentales, equipo de proteccion personal, primeros
auxilios, descontaminacion y gestion de residuos.
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Eliminacion o la desactivacion de los organismos modificados genéticamente

Tras la administracion de CTLO019, los materiales utilizados durante la inyeccidon (ej. guantes, gasas) se
eliminaran de acuerdo a los requerimientos locales regionales institucionales o, al menos, siguiendo las
siguientes guias:
— -Residuos solidos: Todo el material que haya estado en contacto con CTL019 deben manipularse y
eliminarse como residuo potencialmente infeccioso de acuerdo con los procedimientos del hospital.
— -Residuos liquidos: Los liquidos que contienen CTLO19 pueden ser inactivados con una solucion
de cloro (20-25 %) diluida 1/10 (2 % concentracion final) durante 2 minutos y luego ser eliminados
en el fregadero. La solucion de cloro debe ser fresca, al menos se debe renovar cada 24 horas.

-Seguimiento

La duracion total del estudio es de 5 afios. Después de la infusion de CTLO19, la eficacia se evaluara
mensualmente durante los 6 primeros meses, luego trimestralmente durante un periodo de hasta 2 afios y
posteriormente cada seis meses durante un periodo de 5 afios o hasta recaida del paciente. A partir de ahi
continuara un estudio de seguimiento a largo plazo para determinar la seguridad del vector lentiviral hasta 15
afios post-infusion, acorde a lo establecido por las autoridades sanitarias.

En el caso de que se produzca cualquier incidencia o accidente se debera informar de manera inmediata
a la Comision Nacional de Bioseguridad.

CONCLUSION: Se considera que en el estado actual de conocimientos y con las medidas de uso propuestas,
este ensayo clinico no supone un riesgo significativo para la salud humana, la salud animal y/o el medio
ambiente.

Una vez concluido el ensayo, se remitira un informe de resultados de los mismos al Consejo Interministerial de
OMG (CIOMG) y a la Comision Nacional de Bioseguridad. En este informe se debera incluir informacion
sobre las posibles incidencias, si las hubiera. La remision de esta informacion serd condicion indispensable para
la concesion de futuras autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid a 27 de noviembre de 2015
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