Resumen del Expediente

Ndmero de notificacion:B/ES/15/15
Cddigo producto: VCN-01

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 notificacidon: Espafia

b) Numero de la notificacién: B/ES/15/15
c) Fecha del acuse de recibo de la 09/12/2015

notificacion:

d) Titulo del proyecto:

Ensayo clinico fase I, unicéntrico, abierto y de
escalado de dosis, para evaluar la seqguridad y la
actividad antitumoral del virus VCN  -01 en
pacientes con retinoblastoma refractario.

e) Periodo propuesto para la
liberacion:

Inclusion del primer paciente: Mayo 2016
Ultima visita del ultimo paciente: Diciembre
2018

2. Notificador

Nombre de la institucidn o empresa:

Fundacion San Juan de Dios
Santa Rosa 39-57, 39 planta
08950 Esplugues de Llobregat, Barcelona

3. Definicion de la OMG

a) Indiquese si el OMG es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos
- insectos
- peces
- otro animal

OO

|:| especifique el
phylumy la clase

Otro, especifiquese (reino, phylum y clase)

b) Identidad del OMG (género y especie)

Familia: Adenoviriae
Género: Mastadenovirus

Especie: Adenovirus humano tipo 5 (HAd5)

EI OMG (VCN-01) es un adenovirus oncolitico, competente de replicacion

y selectivo de

células tumorales. VCN-01 expresa de forma selectiva un enzima degradador de la matriz
extracelular tumoral (hialuronidasa) y su genoma contiene cuatro modificaciones genéticas
adicionales respecto a la cepa salvaje HAd5.
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Cddigo producto: VCN-01

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

En general, los virus de doble cadena de ADN, como los adenovirus, suelen ser muy estables.
Datos epidemioldgicos demuestran que la circulacion del HAd5 durante mds de 40 afios en
la poblacion no ha producido cambios en su estructura gendmica, como tampoco los ha
producido su pasaje en el laboratorio durante 39 afios o el co -cultivo forzado con otros
serotipos.

Los adenovirus genéticamente modificados son generalmente estables genéticamente
siempre y cuando el tamafio de su genoma no exceda el 105% del tamafio del genoma del
adenovirus salvaje. Genomas mds grandes hacen que el virus crezca mds lentamente, y
sufra reordenaciones espontdneas que resultan en la pérdida de secuencias de ADN no
esenciales, normalmente los insertos. En pacientes inmunodeprimidos, se ha descrito la
recombinacion entre adenovirus de los subgrupos B1y E ( este mecanismo parece jugar un
papel importante en la evolucion de nuevas cepas con distintas propiedades inmunogénicas
para estos serotipos), pero nunca se han podido aislar hasta la fecha adenovirus
recombinantes del subgrupo C como HAd5.

4, Tiene previsto el mismo notificador la liberacién de ese mismo OMG en
algun otro lugar de la Comunidad (de acuerdo con el aparta do 1 del articulo

6)?
si[ | No [X]

En caso afirmativo, indique el cédigo del pais:

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

si[X No[ |

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: Espana
- Numero de la notificacidon: B/ES/13/04 y B/ES/13/05

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

Sil ] | No [

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion:
- Numero de la notificacion:

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

De acuerdo con los siguientes motivos, la probabilidad de que VCN -01 se vuelva persistente
e invasor en hdbitat natural es baja:

e VCN-01 estd disefiado para ser selectivo de replicacion y por lo tanto se espera que
se propague unicamente en células cancerosas humanas.

e La probabilidad de transmision horizontal de los adenovirus ~ humanos salvajes y
recombinantes a otras especies del habi tat es muy baja dada la especie -
especificidad de este tipo de virus.

e [Laestabilidad genética de VCN -01 se ha confirmado y no se espera que éste
revierta al virus salvaje, ni que cambie sus interacciones con el medio.

e La probabilidad de movilizacion de VCN -01 por co-infeccion con la cepa sal vaje es
muy improbable porque a pesar que las infecciones adenovirales son endémicas, la
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incapacidad de amplificacion de VCN -01 en tejidos no tumorales minimiza
sustancialmente el riesgo de co-infeccidon. Sin embargo, en caso de producirse ésta,
y por tanto un evento de transcomplementacion entre virus, el resultado seria una
infeccion idéntica a la infeccion del virus parental HAdS5, ya que VCN -01 no
presenta una patogenicidad incrementada respecto el virus HAd5. Adicionalmente
la mayor parte de la poblacion es seropositiva para anticuerpos anti ~ -adenovirus
neutralizantes. La infeccion adenoviral es bdsicamente asintomdtica, auto -
limitante y restringida a determinados tejidos permisivos.

VCN-01 y en general todos los adenovirus son virus no integrativos , por lo que la
posibilidad de integracion de ADN viral en el genoma del huésped es despreciable.
Ademads, hasta la fecha no se ha observado ninguna transmision via linea germinal
de material genético adenovirus a la descendencia incluso con una ruta de
administracion que facilita la llegada del virus en las gonadas y que es capaz de
infectar células no germinales. No se han descrito nunca efectos adversos
asociados a dicha presencia de genomas a largo plazo.

Dada la poca probabilidad de infectar sujetos no tratados intencionalmente, y la
nula replicacion de VCN-01 en células de sujetos no afectos de cdncer, se considera
despreciable la posibilidad que haya diseminacion de VCN-01 al medio a partir de
terceras partes. Ademds, el mismo OMG se estd administrando en otros ensayos
clinicos y hasta la fecha no se ha dado ningtn caso de infeccion por VCN  -01 por
parte de los profesionales médicos en contacto con los pacientes tra tados, ni por
parte de los familiares y entorno de dichos pacientes una vez regresan a casa
después de haber recibido VCN-01 en las instalaciones del centro de estudio.

Se tomardn las medidas necesarias p ara evitar la diseminacion del OMG fuera del
lugar de la liberacion.

Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos
parentales de los que se deriva el OMG

Para rellenar la siguiente informacion se ha tenido en cuenta las siguientes premisas:

1.

OMG: VCN-01

Receptor: HAd5

Donante: fragme ntos de genoma humano y sintético s afadidos a HAd5 para
generar el adenovirus de replicacion selectiva VCN-01.

Identificacidon del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal

- mamiferos

- insectos

- peces

- otro animal | | (especifique el phylum y la clase)

Otros, (especifiquense):

L IE XL
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2. Nombre

i) Orden y taxdn superior (animales): Adenoviriae

ii) Género: Mastadenovirus

iii) Especie: Adenovirus humano salvaje del serotipo 5 (HAd5)

iv) Subespecie: Adenovirus de tipo C

v) Cepa:

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

vii) Nombre vulgar: HAd5

3. Distribucidn geografica del organismo

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

S|’|E No|:| No se sabe|:|

b) Autéctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:
i) i X
En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:

Aproximadamente el 70% de la poblacion humana es seropositiva para el adenovirus
tipo 5 (HAd5).

Atlantico

Mediterraneo

Boreal

Alpino

Continental

Macaronésico
i) No []

iii) No se sabe |:|

DAXIXIXIXIX]

c) éSe usa frecuentemente en el pais que notifica?

silX] No[ |

d) ¢Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?
si[X No| ]

4. Habitat natural del organismo
a) Si es un microorganismo:
Agua

Suelo, en libertad

Suelo, en simbiosis radiculares de plantas

En simbiosis con sistemas foliares o caulinares
de plantas

En simbiosis con animales

e

[

Otros, (especifiquense):

HAdS5 no se encuentra en ecosistemas naturales ya que necesita células humanas para
activarse. La especificidad del H Ad5 hace que Unicamente sea capaz de replicar en
células de humanos. También se ha descrito que las ratas algodoneras (Sigmodon
hispidus), los cerdos ( Sus scrofa), los chimpancés (Pan troglodytes) y también algunos
tipos de hamster (Mesocricetus auratus) son semi  -permisivos para la replicacion del
adenovirus humano, pero hasta la fecha no se ha detectado presencia de adenovirus de
forma natural en estas especies
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b) Si es un animal, habitat natural o ecosistema agricola habitual:
No aplica.

5.a) Técnicas de deteccion

La deteccion de particulas fisicas  se efectua por la técnica d e RT -PCR (Real -Time
Polymerase Chain Reaction) directa a partir del ADN obt enido del tejido/organo a testar, y
usando oligonucledtidos que amplifican una region no codificante del genoma del virus.

La deteccion de particulas infectivas se puede realizar a partir de ensayos funcionales tipo
“plaque assay” (de capacidad de generacion de calvas en monocapas de células humanas
invitro ), anti-hexon (ensayo de titulacion por expresion de proteinas tardias del
adenovirus) o TCIDs, (determinacion del titulo citotoxico para el 50% de un cultivo).

5.b) Técnicas de identificacion

La identificacion especifica de un adenovirus concreto se consigue analizando la presencia
ADN gendmico viral por técnicas de amplificacion por PCR con oligonucledtidos de
secuencia definida complementaria y también por andlisis de restriccion del ADN purificado

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

Si & No D

En caso afirmativo, especifiquese:

En cuanto a la c lasificacidn del riesgo, e | HAd5 estd clasificado como agente bioldgico con

un nivel de bioseguridad de tipo 2.

Un agente bioldgico del grupo 2 se describe como aquél que puede causar una enfermedad

en el hombre y puede suponer un peligro para los trabajad ores, siendo poco probable que

se propague a la colectividad y existiendo generalmente profilaxis o tratamiento eficaz.

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

Si % No|:| No se sabe D

En caso afirmativo

a) éPara cudl de los organismos siguientes?:
humanos
animales
plantas
otros

(TIIX
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Resumen del Expediente Numero de notificacién:B/ES/15/15
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b) Aporte la informacidn pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion 11 del anexo Il A de la Directiva 2001/18/CE.
El HAd5 salvaje es un virus humano con un nivel de biopeligrosidad de grupo 2.

El adenovirus puede causar una serie de enfermedades clinicas, la mayoria de las cuales se
presentan en nifos me nores de 5 aflos. Las infecciones por adenovirus son de naturaleza
leve, mayoritariamente asintomadticas y sdlo el 45% de las infecciones se manifiestan como
enfermedad. Las infecciones adenovirales por el serotipo 5 pueden causar enfermedades
del sistema respiratorio (tracto superior), enfermedad febril de la infancia, enfermedad del
tipo de la tos ferina, ocular y hepatitis . Los signos y sintomas de infeccion mds habitua les
incluyen fiebre, congestion nasal, rinitis, amigdalitis, faringitis, tos y diarrea. El periodo de
incubacion de la enfermedad es de 2 a 14 dias.

La mayoria de la poblacidn es seropositiva para adenovirus, y entre ellos los adenovirus del
grupo C (HAd5) son los mds ampliamente extendidos lo que provoca que cualquier
infeccion adenoviral sea fdcilmente neutralizada.

A diferencia de los retrovirus y los lentivirus, los adenovirus son virus no integrativos. Hasta
la fecha, no se ha observado ningun caso de transmision germinal de material genético del
adenovirus a la descendencia, incluso cuando se fuerzan las condiciones mediante  la
administracion del virus por una ruta que permite su llegada a gdnadas y donde es capaz
de infectar células no germinales.

8. Informacién sobre reproduccién

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:
No procede.
El HAd5 no se encuentra en ecosistemas naturales. Sélo se encuentra en células humanas.

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

c) Modo de reproduccién
I
No procede. Sexua D Asexual D
d) Factores que afectan a la reproduccion:
No procede.
9. 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)
Ninguna. No procede.

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

Los adenovirus son bastante estables a temperatura ambiente. Pero pueden ser inactivados
por calor (>562C), por ejemplo, se puede destruir su infectividad después de 30 min a 56 °C
06 2 min a 60 °C ¢ autoclave a 121 °C.

Los adenovirus son  también sensibles a reactivos quimicos desinfectantes de grado
hospitalario como hipoclorito sédico 1%, glutaraldehido 2% , dcido peracético (1000 ppm),
dodecilsulfato sédico (SDS) 0,25% y también soluciones basadas en algunos alcoholes a
determinadas concentraciones (1 -propano 30% 6 etanol 255%, v/v) , y seinactivan en
condiciones extremas de pH (bdsico; NaOH 0.09M o dcido; Virkon®S (pH 2.2-2.6)). El titulo
infeccioso se inactiva rdpidamente por exposicion a cualquiera de los biocidas citados.

10.a) Vias de diseminacion

El modo de transmision de adenovirus humano de tipo salvaje  es a través de la via
respiratoria u oral-fecal. También puede propagarse a través de superficies contaminadas,
los dedos, las soluciones oftdlmicas, y particulas en suspension en el aire. En el ca so de
nifios que hayan sufrido  una infeccion del tracto respiratorio inferior o enfermedad
generalizada pueden llegar a excretar adenovirus no entérico por garganta o heces de 3 a 6
semanas.

De acuerdo con la Agencia de Salud Publica de Canadd, la inhalacid n de 5 particulas
infectivas de HAd4 puede causar patologia en individuos infectados sin anticuerpos contra
este serotipo; y la dosis minima de infeccion del HAd7 es de 150 unidades formadoras de
calvas. No se conoce el umbral de infectividad con HAd5.  Sin embargo, | as infecciones
adenovirales son normalmente autolimitantes. También se ha visto que dicha transmision
horizontal sélo se produce entre humanos, y no afecta a ninguna otra especie, a unque se
ha descrito la semi -permisividad de replicacion del HAd  en ratas algodoneras, cerdos,
chimpancés y también algunos tipos de hamster.

10.b) Factores que afectan a la diseminacién

| Véase apartado anterior.

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

[ No procede.

C. Informacion sobre la modificacion genética

Para rellenar la siguiente informacion se ha tenido en cuenta las siguientes premisas:
e OMG: VCN-01
e Receptor: HAd5
e Donante: fragmentos de genoma humano y sintético s afadidos a HAd5 para
generar el adenovirus de replicacion selectiva VCN-01.

1. Tipo de modificacién genética:

i) Insercidon de material genético @
ii) Eliminacidon de material genético @
i) Sustitucién de una base |:|
iv) Fusion celular |:|
v) Otro (especifiquese)
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2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacién genética

VCN-01 es un adenovirus oncolitico derivado de HAd5 disefiado para el tratamiento de
tumores desmdticos. Su genoma contiene diversas modificaciones que le confieren
capacidad de replicacion selectiva en células tumorales , lo que resulta en una potente
capacidad de eliminacion de tumores humanos . Las cuatro modificaci ones genéticas
respecto a la cepa salvaje HAd5 son: 1) la insercion de un promotor tumor -especifico que
inhibe la expresion de proteinas virales en células normales, 2) la mutacion en A24 del gen
E1A que impide que el virus replique en células normales, 3) la sustitucion del dominio KKTK
de la proteina de la fibra del adenovirus por RGDK, que reduce la llegada de virus al higado
y le confiere de mds biodisponibilidad para llegar al tumor, 4) inclusion de un a unidad de
transcripcion del gen  de la hialuronidasa, enzima degradadora de matriz que hace
aumentar la diseminacidn intratumoral del efecto oncolitico.

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

silX | No[ ]

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

3.b)  Encaso afirmativo, éestd presente el vector, total o parcialmente, en el
organismo modificado?

siq No[ |

En caso negativo, pase a la pregunta 5

4. Si ha contestado afirmativamente a la pregunta 3 b), aporte la informacion
siguiente
a) Tipo de vector
plasmido X
bacteriéfago []
virus |:|
césmido []
Elemento de transposicion []

Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector:
Para generar el virus de replicacidn selectiva VCN-01, se partio del pldsmido pICOVIR-17KKT

c) Gama de organismos huéspedes del vector:
El vector fue clonado en pldsmidos bacterianos que también inclu ian elementos genéticos
que permiten su replicacion en levaduras.

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

identificable
si[X] No[_]
Resistencia a los antibidticos |:|

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

e) Fragmentos constituyentes del vector

El pld smido pICOVIR -17KKT contiene el genoma completo de VCN -01 flanqueado por
secuencias que permiten la amplificacion y seleccion del mismo en células bacterianas y de
levadura. Consecuentemente incluye fragmentos del HAd5 y las cuatro modificaciones
genéticas identitarias de VCN -01 (promotor sinté tico E1A, mutacion A24, péptido RGDK y
unidad de transcripcion del gen de la hialuronidasa).
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f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor

i) transformacion |:|
ii) electroporacién |:|
iii) macroinyeccion |:|
iv) microinyeccion |:|
v) infeccidén []

vi) otros, (especifiquense)
La transfeccidn de una version digerida del vector pICOVIR-17KKT en células A549 de
adenocarcinoma de pulmdn humano da lugar a una copia completa del genoma adenoviral
de VCN-01.

5. Si las repuestas a C. 3) a)y b) son negativas, i qué método se siguid en el
proceso de modificacidon?
i) transformacién [ ]

if) microinyeccién |:|
iii) macroencapsulacion |:|
iv) macroinyeccion |:|
v) otros, (especifiquense)

6. Informacidn sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercidn:

El HAd5 nativo ha sido modificado insertando 4 modificaciones independientes:
Composicion fragmento
de insercion
Promotor tumor -
especifico compuesto por
4 cajas de union al factor Sintético
de transcripcion E2F -1y
una caja de union a Sp-1

Fuente Funcion prevista

Controla la expresion de la proteina viral E1A de
forma que inhibe la expresion de proteinas virales en
células normales y la hace posible en células
tumorales (que tienen niveles altos de E2F-1 activo)

Impide que la proteina adenoviral E1A se una a pRb 'y
libere el factor de transcripci  6n E2F del complejo
PRb-E2F, impidiendo asi que el virus replique en
células normales

Estos aminodcidos estdn involucrados en la
interaccion del adenovirus con | os heparan -sulfatos
Sintético | de la membrana celular. La mutacién IRGDK*
reduce la infeccion a higado provocando ademds un

Mutacion A24 (supresion
de 24 pares de bases en No aplica
el gen E1A)

Mutacion de dominio
IKKTK™ de la proteina
de la fibra del adenovirus

por 1RGDK* . . - [
incremento en la infeccion a células tumorales
. . . Sintético
inclusion de una unidad . .
. (promotory | Expresa una enzima degradadora de matriz que hace
de expresion para el gen . . LT
. . sefales aumentar la diseminacion intratumoral del efecto
de la hialuronidasa de Y . .
reguladoras) | oncolitico favorec iendo la permeabilidad y
esperma humana (PH20 . . L
CDNA) y humano mejorando su actividad terapéutica
(cDNA)

b) Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercidn:
Véase a)

c) Funcidén prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercién en el
OMG
Véase a)
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d) Localizacién del fragmento de insercidn en el organismo receptor:
- en un plasmido libre []
- integrado en el cromosoma |:|
- Otros especifiquense: Integrados en el genoma del HAd5

e) éContiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funcidn no se
conozcan?

si[ ] No [X]

En caso afirmativo , especifiquese:

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

Para rellenar la siguiente informacion se ha tenido en cuenta las siguientes premisas:
e OMG: VCN-01
e Receptor: HAd5

e Donante: fragmentos de genoma humano y sintético s afAadidos a HAd5 para

generar el adenovirus de replicacion selectiva VCN-01.

1. Indiquese si es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal -

- mamiferos |X| Homo sapiens para PH20

- insectos

- peces |:|

- otro animal |:| (especifique el phylum y la clase):
Otros ( especifiquense) : sintético

2. Nombre completo

i) Orden y taxdn superior (animales): Primates

ii) Familia (plantas): Hominidae

iii) Género: Homo

iv) Especie: Homo sapiens

v) Subespecie: Homo sapiens sapiens

vi) Cepa: No procede

vii) Cultivar/linea de reproduccion: No procede

viii) Patovar: No procede

ix) Nombre vulgar: Especie humana
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3. ¢Es el organismo vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patégeno o nocivo de cualquier otra forma?

S|’|:| No@ \ No se sabe|:|

En caso afirmativo, especifiquese

(a) épara cual de los organismos siguientes? humanos |:|
animales |:|
plantas |:|
otros |:|

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

S|’|:| No& No se sabe|:|

En caso afirmativo, proporcione la informacién pertinente de conformidad con la
letra d) del punto 11 de la letra A de la seccidn Il del Anexo Il A:

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

SID No |E

En caso afirmativo , especifiquese:

5. ¢Intercambian los organismos donant ey receptor material genético de
forma natural?

S|’|E No|:| No se sabe|:|

E. Informacion sobre el organismo modificado genéticamente

Para rellenar la siguiente informacion se ha tenido en cuenta las siguientes premisas:
e OMG: VCN-01
e Receptor: HAd5

e Donante: fragmentos de genoma humano y sintético s afadidos a HAd5 para
generar el adenovirus de replicacion selectiva VCN-01.

1. Rasgos genéticos y caracteristicas fenotipicas del organismo receptor o

parental que hayan sufrido algin cambio como resultado de la modificacién
genética

a) ¢éSe diferencia el OMG del receptor en lo que a capacidad de supervivencia se
refiere?
S|'|:| No& No se sabe|:|
Especifiquese

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

S|'|E No|:| No se sabe|:|
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Especifiquese:
Mientras HAd5 es capaz de replicarse en todas las células epiteliales humanas, VCN-01 ha
sido disefiado para que sdlo sea capaz de replicarse en células humanas tumorales.

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

S|’|:| No@ No se sabe|:|

Especifiquese:

d) éSe diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la
patogenicidad?
Si @ No |:| No se sabeD
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 HAd5.

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

VCN-01 se produce en la linea celular continua A549, que fue elegida por no tener ninguna
region homdloga en su genoma con el genoma viral del OMG y asi minimizar la ocurrencia
de recombinacion entre ellos. Ademds se confirmd la ausencia de contaminantes virales en
el Master Cell Bank, incluyendo el testaje de HAd5 mediante qPCR para la proteina E 1A. De
esta manera, se excluye la posibilidad de una recombinacién homdloga con la forma
salvaje de la proteina E1A durante la propagacion de VCN -01 en las células.
Adicionalmente, a lo largo del proceso de produccion se comprueba la identidad del OMG
por andlisis de restriccion del ADN viral purificado con un conjunto de enzimas de
restriccion definidos en distintos pasos del proceso (material virico de partida, Master Viral
Seed Stock, Propagation and Harvest, Purified Harvest y producto terminado), asic omo la
secuencia del DNA viral correspondiente a las cuatro modificaciones genéticas de VCN -01
en el material virico de partida y el Master Viral Seed Stock. Ademds, la estabilidad
genética es propiamente un pardmetro que se evalua como parte de las especi ficaciones a
nivel de Purified Harvest, tal y como recomienda la Farmacopea Europea. El método de
eleccion es un ensayo de bioamplificacion en células no permisivas. De esta manera se
confirmd la estabilidad genética d el genoma de VCN -01 en condiciones de alta presion
selectiva, y se hace de rutina en cada nuevo lote producido.

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

S|’|:| \ No@ \ No se sabe|:|

En caso afirmativo:

a) ¢Para cuadl de los organismos humanos |:|
siguientes? animales |:|
plantas |:|
otros []
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b) Aporte la informacidn pertinente especificada en laletrad ) del punto 11 dela
letra A de la seccidn Il y en el inciso i) del punto 2 de la letra C de la seccién |l del
anexo Il A

El conjunto de alteraciones genéticas que contiene VCN -01 reduce de forma substancial su
patogenicidad en comparacion con HAd5. De he cho, VCN-01 unicamente replica y elimina
las células constituyentes de los tumores humanos y deja intactas los tejidos sanos del
organismo humano. Con ello también se reduce la capacidad de colonizacion
(restringiéndose a tumores) y elimina sus propiedades patogénicas.

4. Descripcion de los métodos de identificacidn y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG en el medio ambiente:

EI ADN del OMG puede ser detectado en el medio ambiente utilizando métodos de RT-PCR
cuantitativa.

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

Secuenciacion de ADN . La identidad de VCN-01 se analiza a nivel de ADN gendmico viral
por PCR y andlisis de restriccion del ADN viral purificado  con un conjunto de enzimas de
restriccion definidos.

F. Informacion sobre la liberacién

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

El objetivo de | a liberacion es la realizacion de un ensayo clinico de fase | con dos

administraciones intravitreas de VCN -01 a un mdximo de 15 pacientes pedidtricos con
retinoblastoma refractario.
No hay beneficio esperado al medio ambiente.

2. éEs diferente el lugar de liberacidon del habitat natural o del ecosistema en el
que se utiliza, se mantiene o se encuentra regularmente el organismo
receptor o parental?

silX | No| ]

En caso afirmativo, especifiquese: La liberacidn propuesta de VCN -01 se hard de forma
controlada por personal médico especifico y con la formacion necesaria en espacios
especificamente delimitados del centro hospitalario participante en el ensayo clinico.

3. Informacidn relativa a la liberacidn y a la zona circundante

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

Hospital Sant Joan de Déu

Passeig de Sant Joan de Déu, 2

08950 Esplugues de Llobregat, Barcelona

b) Area del lugar (m?):
(i) lugar real de la liberacion (m?): véase siguiente apartado.

(i) area de liberacién mas amplia (m?):
En el contexto de esta solicitud, se considera “liberac idn” el momento de manipulacion y
administracion de VCN -01. Por lo tanto, el drea de liberacion se refiere, al quirdfano del
hospital donde se prepare la diluciony se administre VCN-01. El quiréfano, asi como la
habitacion individual donde se hospitalizar d al paciente hasta 24h post administracion,
serdn de acceso controlado y se limitard al personal autorizado del hospital que haya
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recibido formacion sobre las medidas de control de la infeccion.

c) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depdsitos de agua potable) que pudieran verse afectados:
No procede

d) Floray fauna, incluidos cultivos, ganado y especies migratorias que pueden
potencialmente interactuar con el OMG:
No procede

4, Método y amplitud de la liberacion

a) Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

En el presente estudio fase | se propone utilizar tres niveles de escalado de dosis ( dosis a
definir, entre 1xE9 y 2xE11 particulas virales/paciente ). Cada paciente recibird dos
inyecciones intravitreas del OMG a la dosis que le corresponda.

Se estima que serdn necesarios aproximadamente  un mdximo de 15 pacientes, en una
pauta de escalado de dosis. La cantidad total administrada de VCN -01 a lo largo de todo el
ensayo a los pacientes podria ser de hasta 6xE12 vp.

b) Duracion de la operacion:

El total de tratamiento se calcula en 28 dias. Cada paciente recibe dos administraciones de
VCN-01 por inyeccion intravitrea a la dosis que le corresponda , una cada 14 dias. La
duracion de la intervencion se estima alrededor de una hora.

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

EIOMG VCN-01 se liberard exclusivamente para uso clinico, suministrado en viales
cerrados y debidamente etiqueta dos. La liberacion se realizard por personal médico
especifico y con la formacion necesaria, y se hard de conformidad con el protocolo clinico y
en cumplimiento de la Buena Prdctica Clinica, en un quirdéfano del hospital.

Todo el personal involucrado en el centro hospitalario recibird la formacion necesaria para
trabajar en las prdcticas de bioseguridad que apliquen para el almacenamiento,
transporte, preparacion y administracion de VCN -01, eliminacidn de residuos y gestion del
paciente tratado.

En caso de vertido o inoculacion accidental del OMG, se llevardn a cabo un conjunto de
medidas pre -establecidas contenidas en un protocolo. (  Véase la seccion J.1 para mds
informacion).

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

| Clima mediterrdneo y condiciones climdticas controladas dentro del hospital.

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

El mismo OMG ( VCN-01) se estd administrando actualmente en dos ensayos clinicos fase |
en Espafia. Los datos de shedding aun no estd n disponibles. Pero hasta la fecha no se ha
dado ningun caso de infeccion por VCN  -01 por part e de los profesionales médicos en
contacto con los pacientes tratados, ni por parte de los familiares y entorno de dichos
pacientes una vez regresan a casa después de haber recibido VCN -01 en las instalaciones
del centro de estudio. Por lo tanto, n o se han producido efectos adversos con impacto en el
medio ambiente ni sobre la salud humana.

14 de 20



Resumen del Expediente Numero de notificacién:B/ES/15/15
Cddigo producto: VCN-01

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 objeto de investigacién (si procede)

i) Orden y taxdn superior (animales): Primates
ii) Familia (plantas): Hominidae

iii) Género: Homo

iv) Especie: Homo sapiens

v) Subespecies: Homo sapiens sapiens

vi) Cepa: No procede

vii) Cultivar/Linea de reproduccidn: No procede
viii) Patovar: No procede

ix) Nombre vulgar: Especie humana (con tumores)

2. Mecanismo previsto y resultado de la interaccion entre los OMG liberados y
el organismo diana (si procede)
El uso de VCN-01 en el marco de un ensayo clinico en pacientes con retinoblastoma recaido
o refractario pretende provocar la eliminacion de  estos tumores intraoculares. Una vez
VCN-01 infecta una célula tumor al, el virus reconoce si la célula expresa niveles altos del
factor de transcripcion E2F-1 (caracteristico de este tipo de células) y en caso que asi sea, el
virus activa su maquinaria replicativa. Con ello acabard eliminando la célula tumoral
infectada y generard aprox. 10.000 copias de si mismo que infectardn las células
circundantes, donde nuevamente reconocerdn si éstas son tumorales o normales.
Adicionalmente la expresion de hialuronidasa por parte de VCN -01 favorecerd la
diseminacidn de la progenie viral y amplificard el efecto oncolitico.

3. Otras interacciones potencialmente significativas con otros organismos en el
medio ambiente
VCN-01, como el resto de adenovirus humanos es incapaz de replicar fuera de un huésped
humano. Pese a que esto no excluye la posibilidad de infeccion a huéspedes no humanos, al
no ser VCN -01 capaz de replica r su genoma en el huésped no humano, el virus se elimina
rapidamente por parte del sistema inmune del organismo receptor. Ademds, los adenovirus
humanos nativos no se ha visto que sean capaces de interaccionar funcionalmente con
células distintas de las hu manas. Consecuentemente no se esperan interacciones mds alld
de las intencionales.
Ademds, de acuerdo con la liberacion propuesta del OMG, es muy improbable que entre en
contacto con otras especies animales.

4, ¢Es probable que se dé una seleccion poster  ior a la liberaciéon del OMG
como, por ejemplo, una competencia mayor. un caracter mas invasivo, etc.?
Si | No X | No se sabe

Especifiquese: Es defectivo en células humanas normales y de otras especies, y solo puede
replicar células tumorales humanas.
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5. Tipos de ecosistemas a los que puede extenderse el OMG desde el lugar de
liberacidén y en los cuales puede quedar establecido

De acuerdo con las condiciones propuestas de liberacion de | OMG, no es esperable que
VCN-01 interactue con organismo s distintos del objetivo, porque tiene una seleccion de
huéspedes muy limitada y por la forma propuesta para la liberacion. Debido al hecho que el
hombre es el huésped exclusivo de HAd5, y que las modificaciones genéticas introducidas
en VCN-01 no modifican la especie -especificidad del virus, la probabilidad de transmision
productiva de VCN-01 a animales es prdcticamente 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 diseminacidn 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 liberacidon del OMG

i) Orden y taxdn superior (animales): No procede
La probabilidad de transmision productiva de VCN -01 a otras especies es prdcticamente
nula.

ii) Familia (plantas): No procede

iii) Género: No procede

iv) Especie: No procede

v) Subespecie: No procede

vi) Cepa: No procede

vii) Cultivar/linea de reproduccién: No procede

viii) Patovar: No procede

ix) Nombre vulgar: No procede

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

a) Del OMG a otros organismos del ecosistema de liberacién
La probabilidad de transmision horizontal del OMG a otras especies es muy baja.

b) De otros organismos al OMG: No procede

c) 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
ecoldgica llevados a cabo en ambientes naturales simulados (por ejemplo,
microcosmos, etc.)

| No se dispone de datos.

9. Posibles interacciones ambientalmente signifi cativas 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
La técnica mds efectiva, fdcil y sensible para el rastreo de la potencial di seminacion al

medio por via excrecion de VCN -01 por parte de los pacientes (shedding) de VCN  -01 al
medio es la RT -PCR con oligonucledtidos y sondas especificas para el genoma de VCN -01.
Esta técnica permite evaluar los niveles de genomas del virus a partir de distintos tipos de
muestra ( fluidos bioldgicos del paciente; como también no bioldgicas: aguas residuales,
etc.), que es una medida que permite evaluar tanto su presencia (medida puntual) como su
capacidad de replicacion/persistencia (medidas consecutivas).

Paralelamente, el sequimiento de los efectos directos e indirectos del OMG en los pacientes
se hard de acuerdo al protocolo clinico mediante las evaluaciones clinicas habituales:
exploraciones fisicas, evaluaciones oftalmoldgicas y oncoldgicas, etc. Ademds de la
notificacion de acontecimientos adversos 'y valoraciones del laboratorio clinico durante
todo el estudio clinico para todos los pacientes.

2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

Dada la poca probabilidad de infectar s ujetos no tratados intencionalmente, y la nula
replicacion de VCN-01 en células de sujetos no afectos de cdncer, se considera irrelevante la
posibilidad que VCN-01 tenga repercusiones en el ecosistema circundante.

Ademadas, el mismo OMG estd siendo administrado en otros ensayos clinicos y hasta la fecha
no se ha dado ningun caso de infeccion por VCN -01 por parte de los profesionales médicos
en contacto con los pacientes tratados, ni por parte de los familiares y entorno de dichos
pacientes una vez regresan a casa después de haber recibido el OMG en las instalaciones
del centro de estudio.

3. Métodos de deteccién de la transferencia del material genético donado del
OMG a otros organismos

No procede, puesto que en condiciones naturales no es posible la transfe rencia estable de
material a otros organismos distintos del hombre. Ademds, no estd previsto que VCN-01
interactue con organismos distintos de los que cons tituyen su objetivo, debido ala muy
limitada liberacion al medio en las condiciones propuestas, la transitoriedad de la presencia
del genoma en células no humanas en caso de producirse (debido a la especie especificidad
de los adenovirus humanos) y la selectividad de replicacion por células tumorales de VCN -
01.

4. Tamafio del drea de seguimiento (m?)

El OMG se administrard a los pacientes  por inyeccion intravitrea en un quirdfano del
hospital. El sequimiento después de la administracion de VCN-01 se hard en una habitacion
individual del centro hospitalario, hasta que el paciente es dado de alta 24h después.

5. Duracién del seguimiento

La duracién del tratamiento son 28 dias, con un seguimiento a dia 56 (28 dias después del
fin de tratamiento ) y hasta un total de sequimiento propuesto de hasta 6 meses después
del inicio de tratamiento.

6. Frecuencia del seguimiento

De acuerdo con el protocolo clinico, se tomardn muestras del paciente para posterior
andlisis, que serdn manejadas por las enfermeras del estudio asegurando su adecuado
transporte al laboratorio apropiado.
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La frecuencia del seguimiento del tratamiento serd el siguiente:

e Laexcrecion de genomas de VCN -01 se evaluard mediante muestras de hisopo de
la superficie ocular, hisopo nasal a dias 1 (pre y post administracion), 15 (pre y post
administracion), 28 (final de tratamiento), 56 (visita de s eguridad) y en la visita de
seguimiento a 6 meses.

e Lapresencia de genomas de VCN -01 se evaluard en suero a pre-tratamiento y a
dias 1 (post administracion), 15 (post administracion), 28 (final de tratamiento), 56
(visita de seguridad) y en la visita de seguimiento a 6 meses.

e la presencia de anticuerpos neutralizantes (anti -adenovirus) se evaluard a pre-
tratamiento y a dias 1 (post administracion), 15 (post administracion), 28 (final de
tratamiento), 56 (visita de seguridad) y en la visita de sequimiento a 6 meses.

Todos controles de los niveles de virus en sangre y los demds fluidos bioldgicos del paciente
se efectuardn mediante la técnica de RT-PCR para la presencia de adenovirus en el
laboratorio encargado para el andlisis de las muestras.

I Informacidn sobre el tratamiento pos t-liberacién y el tratamiento de
residuos
1. Tratamiento del lugar tras la liberacién

En el contexto de esta solicitud, se considera “liberacion del OMG” el momento de
manipulacién/preparacion de VCN-01 y su administracion al paciente en quiréfano.
Tratamiento del lugar tras la liberacion en quirdfano:

Los restos del tratamiento, asi como cualquier material que ha ya estado en contacto
directo con VCN -01 (agujas, viales vacios o con restos de su spension viral, gasas, guantes,
bata desechable, etc.) deberdn ser colocados dentro del contene dor para residuos
sanitarios de tipo lll (biosanitarios incluyendo punzantes) y la gestion de residuos se llevara
a cabo por una empresa especializada. El material de uso clinico usado pero no desechable,
que se deberd limpiar y desinfectar siguiendo los procedimientos habituales de limpieza y
desinfeccion del hospital en cuanto al manejo de productos biocontaminantes.

Todo el equipo y las superficies de trabajo deberdn ser limpiados y desinfectados  con un
desinfectante convencional (lejia, jabon o similar).

Las ropas o sabanas utilizadas serdn preferentemente de tipo desechable y una vez
terminada la administracion deben depositarse en un contenedor de bioseguridad o de tipo
Ill. Si no son desechab les debe seguirse el protocolo vigente en cuanto al manejo de
productos biocontaminantes. Lo mismo aplicaria

En caso de derrame o liberacion accidental, se procederd de acuerdo al procedimiento
descrito en el apartado J.1.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

Para el tratamiento del OMG después de la liberacion, véase el apartado 1.3.b. Tratamiento
de residuos.

3(a) Tipoy cantidad de residuos producidos

El tipo de residuos que se generardn durante el ensayo serdn:

e Material proveniente de la prep aracion de la solucion de VCN -01 a inyectar en los
pacientes: viales vacios y usados, asi como el material utilizado para la
administracion del producto y el material de proteccion del personal hospitalario.

e Residuos del paciente: El material utilizado pa  ra la recoleccion de muestras de
sangre y fluidos corporales del paciente después de la administracion del producto.
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3(b) Tratamiento de residuos

Todos los residuos citados en el apartado anterior se eliminardn en contenedores tipo Il
(que habrdn sido p reviamente colocados dentro del quirdfano o habitacion antes de
cualquier manipulacion),  debidamente rotulados y gestionados por una empresa
especializada/acreditada.

La inactivacion de HAd5 se consigue en autoclave a 121 °C durante 15 min, con una
eliminacion 100% eficaz. Se permite el empleo de temperaturas mds elevadas, o de una
mayor duracion del proceso de autoclavado. También los desinfectantes de grado
hospitalario son eficaces para la limpieza de superficies que hayan estado en contacto con
el VCN-01.

J. Informacion sobre planes de actuacién en caso de emergencia

1. Métodos y procedimientos de control de la diseminacion del OMG o de los
OMG en caso de dispersidon imprevista

Se facilitard a todo el personal involucrado en la manipulacion del produc  to VCN-01 una
descripcion detallada de su preparacion, asi como las condiciones de eliminacion de los
desechos y el procedimiento a sequir en caso de vertido accidental.

En caso de vertido o inoculacion accidental del OMG, se llevardn a cabo un conjunto de
medidas pre -establecidas contenidas en un protocolo. El personal de limpieza del vertido
deberda utilizar el equipo protector personal. Se aislard la zona del derrame y se absorberd
la solucion derramada con toallas de papel desechables u otro tipo de material absorbente.
Se tratard con lejia al 5% y 0.5% de solucidon de hidrdxido de sodio o una solucidn de Virkon
por un periodo de 20 -30 minutos. Todo el material de limpieza desechable usado en el
lugar contaminado para recoger el material derramado se coloc ard en una bolsa de
pldstico dentro del contenedor de residuos sanitarios de tipo Ill. Se enjuagard la zona con
agua limpia usando toallas desechables adicionales, y de nuevo, estos residuos se
colocaran en el mismo contenedor. Finalmente, el personal de | impieza del vertido deberd
quitarse los guantes (tirdndolos en el mismo contenedor de tipo Ill) y lavarse las manos
cuidadosamente con jabon y agua limpia. Al término de la limpieza, no deberia quedar
ningun material desechable que haya estado en contacto con el virus ni con la posterior
limpieza de la zona fuera del contenedor de tipo IIl. Este se cerraria herméticamente y se
procederia a la gestion de dichos residuos por medio de una empresa acreditada.

Por otro lado, también se tendrd en cuenta que en el caso de que algun miembro de |
personal hospitalario se pinche con alguna aguja que haya tenido contacto con el virus , se
deberdn sequir los procedimientos estdndar vigentes para este tipo de accidentes. Asi como
se debe informar al departamento de segur idad laboral y a los responsables del estudio.
Cualquier miembro del personal involucrado en el ensayo que se sienta mal debe informar
al departamento de seguridad laboral asi como a los responsables del estudio.

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

Véase la respuesta conjuntamente con el apartado J.1.

La eliminacion del OMG en dreas potencialmente afectadas se puede conseguir utilizando
un desinfectante activo (lejia, jabon o similar),  dejdndolo actuar dura nte unos 20-30
minutos antes de limpiar la zona.

Las ropas o sdbanas contaminadas deben depositarse en un contenedor de bioseguridad. Si
no son desechables debe seguirse el protocolo vigente en cuanto a manejo de productos
biocontaminantes.
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3. Métodos d e eliminacién o saneamiento de plantas, animales, suelos, etc.
gue pudieran ser expuestos al organismo durante la dispersién o después de
la misma

| Véase apartados J.1y J.2

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

Se hard un sequimiento a los pacientes para detectar cualquier posible acontecimiento
adverso o acontecimiento adverso grave de acuerdo con el protocolo clinico. Todos los
acontecimientos adversos graves serdn registrados y evaluados por el personal del hospital
y el promotor del estudio y se notificardn a las autoridades sanitarias.

VCN-01 no da lugar a infecciones productivas en huéspedes distintos del hombre, no se
integra en e | genoma de las células huésped y es mds selectivo comparado con HAd5. La
probabilidad que la administracion de VCN -01 disturbe la dindmica de poblaciones en el
medio natural es despreciable.

La infeccion de VCN -01 en individuos no sujetos al tratamiento no se puede excluir
totalmente aunque es altamente improbable. La experiencia hasta la fecha con el mismo
OMG administrado a dosis superiores en otros ensayos clinicos indica que no se ha dado
ningun caso de infeccion por VCN -01 por parte de los profesionales médicos en contacto
con los pacientes tratados, ni por parte de los familiares y entorno de dichos pacientes una
vez regresan a casa después de haber recibido VCN -01 en las instalaciones del centro de
estudio. Ademds, la carga viral a la que la poblacidon no sujeta a tratamiento estar ia
expuesta es significativamente menor que la dosis que reciba el paciente que sea
administrado sistémicamente con VCN-01.

En caso de producirse cualquier incidencia o accidente, el promotor del estudio serd
informado inmediatamente y deberd informar de maner  a inmediata al Ministerio de
Medio Ambiente.
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