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A Informacién de carécter general
1. Detalles de la notificacion
a) Estado miembro de la notificacion: Espafia
b) Numero de la notificacion: B/ES/16/11
c) Fecha del acuse de recibo de la 21/10/2016

notificacion:

d) Titulo del proyecto:

Estudio de fase |, aleatorizado,
controlado con placebo, para evaluar
la  seguridad, tolerabilidad e
inmunogenicidad de las vacunas para
el VIH-1 experimentales, DNA.HTI y
MVA.HTI, en adultos voluntarios
VIH-1 negativos (Aelix-001).

e) Periodo propuesto para la liberacion:

Q1 2017

2. Notificador

Nombre de la institucién o empresa: Promotor del ensayo:
Aelix Therapeutics en colaboracion con
IrsiCaixa AIDS Research Institute
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
Carretera de Canyet s/n
08916 Badalona (Barcelona)

3. Definicion de la OMG

a) Indiquese si el OMG es:

Otro, especifiquese (reino, phylumy
clase)

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

O < I

[] especifique el
phylum y la clase
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b) Identidad del OMG (género y especie)

El organismo modificado genéticamente (OMG) a utilizar en el ensayo es el
MVA.HTI. El vector de la viruela vacunoide de Ankara modificado (MVVA) es una
virus de la viruela vacunoide (vaccinia) vivo recombinante, atenuado por pases
seriados en cultivos de fibroblastos de embrién de pollo (o CEF, del inglés, chicken
embryo fibroblasts) y que contiene seis deleciones gendmicas grandes respecto el
virus parental. En el MVA se ha insertado el transgen que codifica para el inserto
HTI con el objetivo de inducir una respuesta inmunoldgica VIH-1 especifica de
celulas T. El tamafio del MVA.HTI tras la insercion se estima en aproximadamente
179.6 kb.

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

MVA es un virus genéticamente estable incapaz de integrar su ADN en el genoma
del huésped y que permanece localizado en el citoplasma celular hasta la destruccién
de la célula.

El OMG MVA.HTI se genera en fibroblastos de embrion de pollo (CEFs) y se
purifica por gradiente de densidad desacarosa. El vector de la vacuna MVA es un
virus vivo, recombinante y atenuado mediante pases seriados en CEF que contiene
seis grandes deleciones genémicas en relacion con el virus parental. EI tamafio del
genoma MVA tras la insercion de la secuencia codificante HTI se estima ser
aproximadamente 179.6 kb. Las modificaciones genéticas del OMG MVA.HTI son
estables y se mantienen tras pases sucesivos en CEFs.

La produccion del virus recombinante MVVA.HTI se realiza por la empresa alemana
IDT Biologika y se basa en un sistema de lote semilla, en el que se prepara un ‘lote
de semilla maestra y un lote semilla de trabajo. Toda la preparacion, la verificacion
de la estabilidad genética y el almacenamiento de los lotes semilla maestra y trabajo
se realiza en IDT Biologika bajo condiciones cGMP y segun la normativa de la UE.

La estabilidad genética se verifica en distintos pasos del proceso de produccion,
mediante andlisis de integridad del vector y del inserto (patréon de restriccion y
secuenciacion del transgen), pureza, potencia biolégica y seguridad (anlisis de
ausencia de virus parental), tanto del inoculo inicial fabricado por el Dr. Tomas
Hanke, del lote semilla maestra, del lote semilla de trabajo, asi como del producto
final. La estabilidad estandar (Shelf life) asignada a las vacunas derivadas de MVA
producidas por IDT Biologika bajo condiciones cGMP es de 24 meses cuando se
almacenan a - 70°C y se repiten las pruebas de estabilidad MVA.HTI de forma anual.

Existe una gran experiencia con la estabilidad de poxvirus recombinantes y MVA
recombinantes en particular, no solo por parte de IDT Biologika. Hasta el momento
actual, se ha construido en la Universidad de Oxford siete MVVA recombinantes que
han entrado en ensayos clinicos, dos de estos MVA recombinantes incluian un
transgen, es decir contenian una secuencia de gen aislado de un organismo, en este
caso derivado de VIH-1 (HIVA y HIVconsv). Los datos de estabilidad de dos de los
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productos estrechamente relacionados (MVA85A y MVA.HIVA), que habian pasado
por el mismo proceso de fabricacion, mostraron estabilidad durante un periodo de 6
afios. Los transgenes de HIVA y 85A son 1.584 pb y 1107 pb de tamafio
respectivamente, y por lo tanto similar al tamafio del gen HTI (1.587 pb).

Dentro de los ensayos de identificacion y validacion para confirmar la integridad
global del genoma del MVVA.HTI (por lo tanto de su estabilidad genética) incluye:

a) ldentidad por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los cebadores
J1312 y J1205, que producen un producto de 331 pb y confirma la presencia
especifica del producto HTI.

b) Pureza por PCR: ausencia de producto de PCR especifico de la cepa MVA
“wildtype” o no recombinada. La ausencia de la MVA.RFP (no recombinante) se
comprueba por reaccion de PCR utilizando cebadores especificos, que producen una
banda de 688 pb RFP-especifica. EI plasmido pRFP se usa como control positivo en
la PCR.

c) ldentidad por secuenciacion del ORF entero del HTI idéntico a la secuencia
master.

La monitorizacion de la estabilidad de los lotes clinicos, tal como se indica en el
IMPD, se realiza de forma periddica usando ensayos de infectividad en CEFs. El
titulo del virus se expresa en unidades formadoras de placa por mililitro (pfu/ml). Se
realizan pruebas para testar la estabilidad genética en diferentes puntos de la
produccion del lote final. La amplificacion por PCR y su posterior secuenciacion
sirve para confirmar la presencia del inserto que codifica para el antigeno HTI asi
como para descartar la produccion de mutaciones o deleciones.

Los test de estabilidad (titulacion) se complementan con ensayos de potencia de
inmunogenicidad in vivo en ratones.

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)?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, indique el codigo del pais: -

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

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

6. Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacion o
comercializacion de ese mismo OMG fuera de la Comunidad?
Si[] | No [X]

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: -
- Nomero de la notificacién: -

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

No hay razones cientificas para suponer que el empleo del transgén HTI como
inserto en este vector viral MVA modifique las caracteristicas de distribucion,
“shedding” o capacidad replicativa con respecto a otros insertos utilizados en el
mismo vector viral MVA. Los MVA han sido utilizados ampliamente en ensayos
clinicos, tanto en administracion directa como en estrategias de terapia celular. No
se espera ninguna supervivencia del MVA dado que se encuentra exclusivamente en
el citoplasma de la célula y es incapaz de producir particulas de vector en células
humanas fuera del lugar de inoculacion. La posibilidad de transferencia génica a
otras especies es minima en las condiciones de liberacion propuestas.

Ademas, el MVA.HTI es un organismo atenuado para la replicacién, no propagativo
por lo que no se espera ninguna afectacion a otros humanos, flora ni fauna cercana o
lejana a la zona de liberacion. La vacuna viral modificada genéticamente MVA.HTI
no es capaz de sobrevivir, establecerse, diseminarse ni de desplazar a otros
organismos, y no es patogénica a animales ni plantas. La proteina quimérica -HTI —
el transgén- esta constituida por 16 fragmentos del genoma del VIH-1 no implicados
en la patogenicidad del virus; ademéas no contiene proteinas nativas enteras por lo
que no es funcionalmente activa, no es peligrosa y no tiene efectos dafiinos para
otros organismos.

Con todo lo expuesto, la probabilidad de que MVA.HTI se haga persistente y sea
invasivo en habitats naturales es muy baja. Nunca se ha documentado la reversion
espontdnea del MVA al virus de la viruela vacunoide competente para la
replicacion. Las consecuencias de este riesgo ambiental se consideran bajas o
altamente improbables, en el contexto de las medidas propuestas para el uso
contenido de las vacunas.

Existen antecedentes de la liberacion de productos altamente similares en Espafia,
como el OMG MVA.HIVconsv bajo el expediente B/ES/12/10 y B/ES/15/12.
Durante el periodo de liberacion, no se recogidé ninguna incidencia o accidente. Se
llevaron a cabo estudios de biodistribucion del OMG para asegurar la no
diseminacion en el medio ambiente a través de los fluidos corporales de los
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pacientes que participaban en el ensayo. El grupo investigador propuso

viral (Edmund Wee, 2015).

deteccion mediante PCR del inserto HIVVconsv en muestras de orina recogidas a las
24 horas y 7 dias post vacunacion con el OMG MVA.HIVconsv. Los resultados
dieron negativos, y no se encontr6 ADN (HIVconsv) en ninguna de las muestras de
orina analizadas. Luego estos resultados demuestran que no es probable un shedding

realizar

B. Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos

parentales de los que se deriva el OMG.

1. Identificacidn del organismo receptor o parental:
a) Indiquese si el organismo receptor o parental es :
Viroide
[]
Virus ARN
[]
Virus ADN
DX] MVA, virus de la viruela vacunoide (vaccinia) Ankara
modificado.
Bacteria
[]
Hongo
[]
Animal
[]
- mamiferos
[]
- insectos
[]
- peces
[]
- otro animal
[] (especifique el phylum y la clase)
Otros, (especifiquense):

2. Nombre

i) Orden y taxon superior (animales): Poxviridae/Chordopoxviridae

ii) Género: Orthopoxvirus

iii) Especie: Virus de la viruela vacunoide

iv) Subespecie: -

v) Cepa: Virus de la viruela vacunoide de Ankara modificado
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vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.): -

vii) Nombre vulgar: MVA

3. Distribucion geografica del organismo
a) Autdctono del pais que notifica o establecido en él:
Si[ ] No[X] No se sabe [ ]
b) Autdctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:
i) Si []
En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:
Atlantico
[]
Mediterraneo
Boreal
[]
Alpino
[]
Continental
[]
Macaronésico
[]
ii) No
B
iii) No se sabe
[]
c) ¢Se usa frecuentemente en el pais que notifica?
Si[ ] No[X]
d) ¢Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?
Si[] No[X]
4. Habitat natural del organismo

a) Si es un microorganismo:

Agua

[]
Suelo, en libertad

[]
Suelo, en simobiosis radiculares de plantas

[]
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En simbiosis con sistemas foliares o caulinares
de plantas []
En simbiosis con animales

Otros , (especifiquense):

El MVA no se encuentra en ecosistemas naturales.

El MVA es un virus de la viruela vacunoide (virus vaccinia) vivo recombinante,
atenuado con limitada habilidad para replicar en células humanas. Se replica bien en
células de ave (fibroblastos de embrion de pollo o CEF) y de cria de hamster, pero
se replica mal en la mayoria de las células de mamiferos (Mayr et al., 1978; Drexler
et al., 2004) por lo que es incapaz de propagarse en células humanas normales.

b) Si es un animal, habitat natural o ecosistema agricola habitual:

No aplica.

5.a) Técnicas de deteccion

La identidad del MVA se puede confirmar por PCR. Esta basada en la ausencia de
genes delecionados del virus vaccinia wild-type, caracteristicas de la cepa MVA.

La infectividad del virus MVA se mide haciendo el promedio de 3 titulaciones
independientes en fibroblastos de embridn de pollo. El titulo del virus se expresa en
unidades formadoras de placa por mililitro (pfu/ml).

5.b) Técnicas de identificacion

| Las mismas que en el apartado anterior (5a).

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?

SiX | No [ ]

En caso afirmativo, especifiquese:
Los MVA estan clasificados como categoria | por su limitad patogenicidad.
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7. ¢Es el organismo receptor, vivo o muerto (incluidos sus productos
extracelulares), apreciablemente patégeno o nocivo de cualquier otra
forma?

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

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

humanos

[]
animales

[]
plantas

[]
otros

[]

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

Los MVA estéan clasificados como categoria | por su limitada patogenicidad.

La respuesta inmune generada a partir de la infeccion por el virus vaccinia parental
protege a la persona contra la viruela, por este motivo se utiliz6 como vacuna. La
infeccion por el virus vaccinia es leve y normalmente asintomética en individuos
sanos, pero puede causar una leve erupcién y fiebre. Sin embargo, se producen a
veces algunas complicaciones y efectos secundarios, y la probabilidad de que esto
ocurra es significativamente mayor en las personas inmunocomprometidas. El MVA
sin embargo, que fue utilizado como una vacuna contra la viruela en la década de
1970 hacia el final de la campafa de erradicacion en mas de 120.000 personas y no
produjo ningln evento adverso grave.

Con la erradicacion mundial de la viruela, la vacunacion de rutina con el virus
vaccinia ya no se realiza. Sin embargo, después del ataque de bioterrorismo con
antrax en octubre de 2001, el gobierno de Estados Unidos ha hecho todo lo posible
para mejorar la preparacién para la liberacion intencional o accidental de virus
vaccinia. Inicialmente, este comenz6 con los intentos de vacunar a un gran ndmero
de posibles emergencias y trabajadores de la salud. También ha habido fondos para
el desarrollo y la produccion de una nueva vacuna contra la viruela, asi como el
desarrollo de terapias antipoxvirus. Algunos investigadores de laboratorio,
trabajadores de la salud, primeros auxilios, y personal militar estan siendo todavia
vacunados. La vacuna con el virus vaccinia esta solamente disponible en los Estados
Unidos a través del “Center for Disease Control and Prevention”.

MVA no presenta ningun riesgo de integracion o activacion de provirus latentes,
puesto que el vector se encuentra exclusivamente en el citoplasma y es altamente
improbable que se produzca una diseminacion significativa de las particulas
infecciosas fuera del punto de inyeccion.

Page 9 of 37



/\ELIX

QLIS

Institut de Recerca de la Sida

8. Informacién sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

No aplica, no se genera en ecosistemas naturales. Se replica bien en células de ave
(fibroblastos de embrion de pollo o CEF) y de cria de hdmster, pero se replica mal en
la mayoria de las células de mamiferos (Mayr et al, 1978; Drexler et al, 1998) por lo
que es incapaz de propagarse en células humanas normales.

b) Tiempo de generacion en el ecosistema en el que vaya a ser liberado:
No aplica.

¢) Modo de reproduccién

No aplica. Sexual [_] Asexual []
d) Factores que afectan a la reproduccion:
No aplica.
9. Capacidad de supervivencia
a) Capacidad de formar estructuras que favorezcan la supervivencia o el letargo
(i) endosporas
[]
(ii) quistes
(iii) esclerocios
[]
(iv) esporas
asexuales(hongos) []
(v) esporas sexuales
(hongos) ]
(vi) huevos
[]
(vii) pupas
[]
(viii) larvas
[]
(ix) otras (especifiquense): Irrelevante.
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b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

No se espera ninguna supervivencia del MVA dado que se encuentra exclusivamente
en el citoplasma de la célula y es incapaz de producir particulas de vector en células
humanas fuera del lugar de inoculacion.

La bioactividad del MVA decae a temperatura ambiente de forma logaritmica. Es
susceptible a diferentes agentes quimicos como hipoclorito sodico al 1% vy
glutaraldehido al 2%, utilizados como desinfectantes, y se ha demostrado sensibilidad
al calor como método de inactivacion fisica. Asi, una eliminacion completamente
eficaz se consigue mediante autoclavado a 121°C durante 15 minutos.

10.a) Vias de diseminacion

El MVA.HTI, al igual que el MVA parental y otros OMG vectorizados en MVA,
permanece localizado en el citoplasma celular hasta la destruccion de la célula.
Segun datos de estudios no clinicos y clinicos de productos altamente similares, no
se ha observado diseminacion del vector, por lo que se supone que se localiza en el
punto de inyeccion.

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 darén
los nimeros de la notificacion)

El vector viral MVA ya ha sido usado en numerosos ensayos clinicos
(NCT01712425, NCT02099994, NCT01151319, NCT00982579  and
NCT01371175) junto con otros candidatos como ChAdV63.HIVconsy,
pSG2.HIVconsv ADN y pTHr.HIVA ADN.

En Espafia un OMG altamente similar al propuesto en este formulario
(MVA.HIVAconsv) ya ha sido notificado, expediente B/ES/12/10, B/ES/15/12 y ha
sido usado en diferentes ensayos clinicos, incluyendo sujetos infectados por VIH.

Otros OMG con el mismo organismo receptor, MVA, han sido notificado Espafa
con expedientes B/ES/08/46 y B/ES/09/63.
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C. Informacion sobre la modificacidn genética

1. Tipo de modificacion genética:

i) Insercion de material genético  [X
ii) Eliminacion de material
genético X
iii) Sustitucion de una base

[]
iv) Fusion celular
[]
v) Otro (especifiquese)
2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

El vector de la viruela vacunoide de Ankara modificado (MVA) es un virus vaccinia
vivo recombinante, atenuado por pases seriados en cultivos de fibroblastos de
embrién de pollo (o CEF, del inglés, chicken embryo fibroblasts) y que contiene seis
deleciones gendmicas grandes respecto el virus parental (15% del genoma parental),
incluidos los genes de receptores de citoquinas.

Entre los genes mutados se incluye una de las proteinas de membrana mayoritarias
(ORF F5L), y entre las regiones delecionadas estan genes clasicos de evasion
inmune poxviral, genes de virulencia y dos de cinco genes del huésped (Im et al.,
2004; Meisinger-Henschel et al., 2007; Meisinger-Henschel et al., 2010; Gilbert,
2013) haciendo el MVA seguro para una aplicacion clinica dada su limitada
habilidad para replicar en células humanas.

El transgén que codifica para el inserto HTI se ha insertado en el locus de la
timidina quinasa del genoma del MVA bajo el control del promotor modificado H5
con el objetivo de inducir una respuesta inmunoldgica VIH-1 especifica de células
T. Con todas estas modificaciones se pretende que en aquellas células que se
infecten por MVA.HTI puedan expresar el inmundgeno HTI para la activacion de
respuestas inmunitarias frente al virus VIH-1.

3.a) ¢Se hausado un vector en el proceso de modificacion?
SiX | 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 | No [] |
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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
bacteriéfago
virus
césmido

Elemento de transposicion

N O Y 4

Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector:
plasmido p3055

c) Gama de organismos huéspedes del vector:
E. coli

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

identificable
S No []
Resistencia a los antibidticos []

Otras, (especifiquense): p3055 alberga el gen de la proteina verde fluorescente
(GFP) como marcador. Por otro lado, el MV A parental también incluye el gen de la
proteina roja fluorescente (RFP). Después de la recombinacién, existe una forma
transitoria del virus que contiene tanto con GFP y RFP, y a continuacion se resuelve
espontaneamente a un estado incoloro por la recombinacién de ambos marcadores.

Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta: No aplica
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e) Fragmentos constituyentes del vector

El plasmido p3055 es un plasmido de co-expresion (creado en la Universidad de
Oxford) que dirige la insercion de un gen de interés, en este caso el inserto HTI, en
el locus de la timidina kinasa (TK) del genoma del virus vaccinia y contiene el gen
la proteina verde fluorescente (GFP) y el promotor modificado H5. Por lo tanto, los
fragmentos constituyentes del vector son: inserto HTI, gen de la timidina quinasa
(TK), gen de la proteina verde fluorescente (GFP) y el promotor modificado H5 (ver
Figura 1).

p3055 MVA-HTI

7290 bp

Figura 1. Plasmido p3055

f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor
i) transformacion

- - D
ii) electroporacion

[]
iii) macroinyeccion

[]
iv) microinyeccion

[]
v) infeccion

[]
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vi) otros, (especifiquense): Recombinacion homologa

Brevemente, las CEFs se infectan con MVA parental a una MOI (multiplicity
of infection) 1 y se transfectan con Superfectin (Qiagen) 3 pg de DNA.HTI
(plasmido p3055) que contiene también el gen de la proteina verde fluorescente
como marcador de seleccion. Dos dias después, el virus total se recoge y se
utiliza para reinfectar las células CEF. Los rMVAs se someten a cinco rondas
de purificacién en placa, tras lo cual se obtiene el lote virico de semilla maestra,
purificado sobre un gradiente de sacarosa al 36%, titulado y almacenado a -
65°C hasta su uso.

Para confirmar la identidad (presencia del inserto de interés) y la pureza (ausencia

de MVA parental), se lleva a cabo una PCR.

5. Silas repuestas a C. 3) a)y b) son negativas, ¢qué método se siguio en el
proceso de modificacion? No aplica.

i) transformacion []

ii) microinyeccion
iii) macroencapsulacion

iv) macroinyeccion

[]
[]
[]

V) otros, (especifiquense)
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6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercion:
HTI:

El HTI expresado por el OMG es un inmunogeno para la estimulacion de células T.
Se trata de una secuencia constituida por 16 segmentos del genoma VIH-1 de entre
11 y 78 aminoéacidos cada uno, y que codifican para dianas criticas de las proteinas
viricas Gag (45%), Pol (44%), Vif (8%) y Nef (3%) (ver Figura 2).

El disefio del inserto HTI se baso en la identificacion de dianas del genoma del VIH
para las células T, que provenian de 232 individuos infectados por el VIH (subtipo
B), no tratados (Mothe et al., 2011). De los 410 18mer péptidos superpuestos, se
seleccionaron 26 péptidos superpuestos los cuales generan una respuesta
inmunogénica de interés. Estos péptidos superpuestos se corresponden con las
proteinas del virus VIH siguientes: Gag (n = 10), Pol (n = 12), Vif (n=3) y Nef (n =
1) (ver Tabla 1).

El fragmento HTI contiene enlazadores de Alanina entre los segmentos (uno, dos o
tres residuos de alanina, segin se muestra en la figura), y que se incluyeron con el
fin de inducir la escision proteolitica preferencial entre los segmentos, y evitar asi la
digestion prematura del epitopo (Le Gall et al., 2007; Zhang et al., 2012).

Ademas, el fragmento HTI contiene un péptido sefial GM-CSF humano (AA 1-17;
Genbank Nr NP_000749) en el extremo N-terminal, con el objetivo de mejorar la
translocacion al reticulo endoplasmico.

p249as ot RT Int vif

ED D A A DD T 5 4 S T o D T T i 4

- ——

GM-CSF
signal peptide

Figura 2: La proteina HT1 se compone de 16 segmentos individuales dispuestos de forma lineal
y unidos a través de enlazadores de 1-3 aminoéacidos alanina y contiene el péptido sefial de GM-
CSF (negro) para una mejor secrecion. La longitud total de la proteina es HTI 529 aa,
incluyendo enlazadores de alanina
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b) Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercion:
Las secuencias del transgén HTI son 16 fragmentos correspondientes a dianas
criticas del genoma del VIH-1, identificadas a partir de individuos infectados por el
VIH-1 del subtipo B. A continuacion se muestra una lista de los péptidos
superpuestos identificados e incorporados en el disefio final del inmundgeno de
células T (Mothe et al., 2011).
Tabla 1: Lista de péptidos solapantes beneficiosos identificados (OLP, PR> 1) incorporado en el
disefio final del inmundgeno de células T, basado en un analisis anterior.

OLP no. Protein Subunit OLP clade B cons sequence

3 Gag pl7 EKIRLRPGGRERYKLERI

6 Gag pl7 ASRELERFAVNPGLL

7 Gag pl7 ERFAVMPGLLETSEGCR

10 Gag pl7 QLOPSLOTGSEELRSLY

12 Gag pl7 SLYMNTVATLYCWHQRIEY

23 Gag p24 AFSPEVIPMFSALSEGA

31 Gag p24 IAPGOMREPRGSDIA

34 Gag p24 STLQEQIGWMTNNPPIPY

43 Gag p24 ACOGVGEGEPGHKARVLAEA

&0 Gag p15 GKIWPSHKGRPGNFLOSR

75 Nef WLEAQEEEEVGFPVRPQV

159 Pol Prt KMIGGIGGFIKVRQYDAQ

160 Pol Prt FIKVRQYDQILIEICGHK

161 Pal Prt QIUEICGHEAIGTVLY

163 Pol Prt LVGPTPYNIGRNLLTOI

171 Pol RT LVEICTEMEKEGKISK]

195 Pol RT LRWGFTTPDKKHQKEPPF

196 Pol RT DKKHQKEPPFLWMGYELH

210 Pol RT EIQKQGQGOWTYQIY

269 Pol Int TKELOKOQITKIONFRVYY

270 Pol Int TKIQNFRVYYRDSRDPLW

271 Pol Int YYRDSROPLWKGPAKLLW

276 Pal Int KIRDYGKQMAGDDCOVA

405 wif VEHHMYISGKAKGWFYRH

406 wif GKAKGWFYRHHYESTHPR

424 Vi TKLTEDRWNKPQKTKGHR
El gen (coddn-optimizado) HTI se sintetiz6 quimicamente por GeneArt (Alemania).
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¢) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el OMG

El fragmento HTI tiene una longitud total de 529 aminoéacidos, incluyendo una alta
densidad de ambos epitopos de células T CD4 y CD8 en todas las subunidades de
proteinas restringidas por 42 alelos diferentes de HLA (n = 55 epitopos de CTL bien
caracterizados, y las 6 dianas de Gag mas comunes para células CD4 T helper)

Por lo tanto, la funcién del inmundgeno HTI es la induccion de una respuesta
inmunitaria de células T VIH-1 especificas, dirigidas contra las regiones incluidas
en el inserto HTI, que pueden ayudar a controlar la infeccion por VIH-1 de forma
eficaz.

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

X

- Otros especifiquense): integrado en el genoma del MVA en el locus de la
quinasa timidinica del genoma del MVA bajo el control del promotor H5
modificado.

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

Si[] No [X]

- integrado en el cromosoma

En caso afirmativo , especifiquese: -

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

La siguiente informacion estd relacionada con el organismo de procedencia del
transgén insertado (HTI): el virus de la inmunodeficiencia humana o VIH-1.

1. Indiquese si es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria

Hongo

O 0O 00X O

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

Otros (especifiquense): HTI es una secuencia de 16 fragmentos del genoma del
VIH-1 (virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1) de entre 11 y 78 aminoacidos
cada uno.

2. Nombre completo

i) Orden y taxon superior (animales):

ii) Familia (plantas): Retroviridae

iii) Género: Lentivirus

iv) Especie: Human

v) Subespecie: VIH tipo 1. El fragmento HTI estd constituido por fragmentos del
genoma del virus VIH-1 subtipo B

vi) Cepa: -

vii) Cultivar/linea de reproduccién: -

viii) Patovar: -

ix) Nombre vulgar: VIH-1, virus de la inmunodeficiencia humana.

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

Si ¥ | No [ ] | No se sabe []
En caso afirmativo, especifiquese
(a) ¢para cudl de los organismos siguientes? humanos
animales
plantas

otros

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

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

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

El VIH-1 infecta y destruye directamente las células que son criticas para una
respuesta inmunitaria efectiva, explicando las manifestaciones clinicas derivadas de
la progresiva inmunodepresion. EI VIH-1 es un virus ARN, cuyas principales
celulas diana son los linfocitos CD4+ T-helper, macréfagos y algunas poblaciones
de células dendriticas. Tras la entrada, se inicia en el citoplasma celular la
retrotranscipcion del genoma viral (ARN). EI ADN de doble cadena producto de
esta retrotranscripcion se transporta al nacleo celular donde se integra en el ADN
cromosomico de la célula infectada, un paso necesario para la sintesis eficiente de
ARN viral y consecuente produccion de nuevas particulas virales infecciosas. Los
lentivirus como el VIH-1, son los Unicos entre los retrovirus, capaces de generar
productos de pre-integracion que pueden ser transportados a la interfase del nucleo
de células secuestradas en la fase G1 del ciclo celular.

Las infecciones in vivo por VIH-1 se limitan a humanos y chimpancés y su
transmision es por contacto con sangre, relaciones sexuales o por transmision
vertical de madre-hijo durante el embarazo y el parto. El curso de la enfermedad en
humanos varia enormemente entre las personas infectadas. El tiempo entre la
infeccion y el desarrollo del SIDA —definido por la reduccion de los niveles de CD4
por debajo de 200 células/pl o la aparicion de enfermedades oportunistas o canceres
relacionados con el SIDA, puede ir desde los 6 meses hasta mas de 25 afios.

Los lentivirus se limitan tipicamente en su rango de huésped, aunque infecciones
cruzadas entre especies de forma natural —o experimental- han sido documentadas.
Sin embargo, en los chimpancés -el Unico primate no humano capaz de infectarse
con el VIH-1- no presenta inmunodeficiencia ni enfermedad a largo plazo. Durante
la primoinfeccion por VIH-1 puede aislarse durante algunas semanas el virus
circulando de forma intermitente, pero es luego resuelta de forma asintomatica en la
mayoria de los casos.

Los fragmentos o secuencias incluidos en el immunogéno HTI no participan en las
propiedades patogenas del virus.

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

| Sid | No [] |
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En caso afirmativo , especifiquese:

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) esta clasificado como nivel de
bioseguridad de clase 3*D. El gen HTI sin embargo se produce por sintesis quimica,
no por replicacion del VIH-1, por lo que no tiene clasificacion sobre seguridad.

5. ¢Intercambian los organismos donante y receptor material genético de
forma natural?
| Si[] | No X | No se sabe [ ] |

E. Informacidn sobre el organismo modificado genéticamente
MVA.HTI

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

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

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

Especifiquese:

El MVA.HTI, al igual que el MVA, es un virus de la viruela vacunoide (virus
vaccinia) vivo recombinante, atenuado con limitada habilidad para replicar en
células humanas.

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

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

Especifiquese:

El MVA.HTI, al igual que el MVA, es un virus de la viruela vacunoide (virus
vaccinia) vivo recombinante, atenuado con limitada habilidad para replicar en
células humanas.

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

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

Especifiquese:

El MVA tiene extremadamente limitada su capacidad de diseminacion, puesto que
permanece localizado en el citoplasma celular hasta la destruccion de la célula.
Segln datos de estudios clinicos con OMG usando el virus MVA como organismo
vector, no se ha observado diseminacién de dicho vector, por lo que se supone que
se localiza en el punto de inyeccion.
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d) ¢Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad?
Si[] No [X] No se sabe[ ]

Especifiquese:

El MVA fue utilizado como una vacuna contra la viruela en la década de 1970 hacia
el final de la campafia de erradicacion en 120.000 personas no produjo ningln
evento adverso grave. MVA.HTI mantiene las mismas caracteristicas de
patogenicidad. Los efectos se limitan a los derivados de la infeccion inicial de
células receptivas (local).

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

MVA es un virus genéticamente estable incapaz de integrar su DNA en el genoma
del huésped y que permanece localizado en el citoplasma celular hasta la
destruccion de la célula.

El OMG MVA.HTI se genera en fibroblastos de embrion de pollo (CEFs) y se
purifica por gradiente de densidad de sacarosa. El vector MVA para la vacuna
propuesta, es un virus vivo recombinante atenuado mediante pases seriados en CEF
que contiene seis grandes deleciones gendmicas en relacion con el virus parental. El
tamafo del genoma MVA tras la insercion de la secuencia codificante HTI se estima
ser aproximadamente 179.6 kb. Las modificaciones genéticas del OMG MVA.HTI
son estables y se mantienen tras pases sucesivos en CEFs.

La produccion del virus recombinante MVA.HTI se realiza por la empresa alemana
IDT Biologika y se basa en un sistema de lote semilla, en el que se prepara un lote
semilla maestro y un lote semilla de trabajo. Toda la preparacion, la verificacion de
la estabilidad genética y el almacenamiento del lote semilla maestro y el lote semilla
trabajo se realiza en IDT Biologika bajo condiciones cGMP y segun la normativa de
la UE.

La estabilidad genética se verifica en distintos pasos del proceso de produccion,
mediante andlisis de integridad del vector y del inserto (patron de restriccion y
secuenciacion del transgén), pureza, potencia biolégica y seguridad (analisis de
ausencia de virus parental), tanto del inoculo inicial fabricado por el Dr. Tomas
Hanke, del MSV, del WSV asi como del producto final. La estabilidad estandar
(Shelf life) asignada a las vacunas derivadas de MVA producidas por IDT bajo
condiciones cGMP es de 24 meses cuando se almacenan a -70°C y se repiten las
pruebas de estabilidad MVVA.HTI de forma anual.

Existe una gran experiencia con la estabilidad de poxvirus recombinantes y MVA
recombinantes en particular, no sélo por parte de IDT. Hasta el momento actual, se
ha construido en la Universidad de Oxford siete MVA recombinantes que han
entrado en ensayos clinicos, dos de ellos transgenes derivados de VIH-1 (HIVA y
HIVconsv). Los datos de estabilidad de dos de los productos estrechamente
relacionados (MVA85A y MVA.HIVA), que habian pasado por el mismo proceso
de fabricacion, mostraron estabilidad durante un periodo de 6 afios. Los transgenes
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de HIVA y 85A son 1584 pb y 1107 pb de tamafio respectivamente, y por lo tanto
similar al tamafio del gen HT1 (1587 pb).

Dentro de los tests de identificacion y validacion para confirmar la integridad global
del genoma del MVVA.HTI (por lo tanto de su estabilidad genética) incluye:

a) Identidad por PCR, utilizando los cebadores J1312 y J1205, que producen un
producto de 331 pb y confirma la presencia especifica del producto HTI.

b) Pureza por PCR: ausencia de producto de PCR especifico de la cepa MVA no
recombinante. La ausencia de la cepa salvaje de MVA (no recombinante) se
comprueba por reaccion de PCR utilizando unos cebadores especificos, que
producen una banda de 688 pb RPF-especifica. EI plasmido pRFP sirve como
control positivo en la PCR.

c) ldentidad por secuenciacion del ORF entero del HTI idéntico a la secuencia
master.

La monitorizacion de la estabilidad de los lotes clinicos, tal como se indica en el
Expediente de medicamento en Investigacion, se realiza de forma periddica usando
ensayos de infectividad en CEFs. El titulo del virus se expresa en unidades
formadoras de placa por mililitro (pfu/ml). Se realizan pruebas para testar la
estabilidad genética en diferentes puntos de la produccién del lote final. La
amplificacion por PCR y su posterior secuenciacion sirve para confirmar la
presencia del inserto que codifica para el antigeno HTI asi como para descartar la
produccion de mutaciones o deleciones.

Los tests de estabilidad (titulacién) se complementan con ensayos de potencia de
inmunogenicidad in vivo en ratones.

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

Si[ ] No [X] No se sabe [ ]
En caso afirmativo:
a) ¢Para cuél de los organismos humanos
siguientes? []
animales
[]
plantas
[]
otros
[]
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b) Aporte la informacidn pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccidn 1l y en el inciso i) del punto 2 de la letra C de la seccion |1 del
anexo Il A.

Lo mismo que lo mencionado anteriormente para el MVA. La patogenicidad de
MVA.HTI no difiere de la de MVA.

La respuesta inmune generada a partir de la infeccion por el virus vaccinia parental
protege a la persona contra la viruela, por este motivo se utiliz6 como vacuna. La
infeccion por el virus vaccinia es muy leve y normalmente asintomética en
individuos sanos, pero puede causar una leve erupcion y fiebre. Sin embargo, se
producen a veces algunas complicaciones y efectos secundarios, y la probabilidad de
que esto ocurra es significativamente mayor en las personas inmunocomprometidas.
El MVA sin embargo, que fue utilizado como una vacuna contra la viruela en la
década de 1970 hacia el final de la campafia de erradicacion en 120.000 personas no
produjo ningln evento adverso grave.

Con la erradicacion mundial de la viruela, la vacunacion de rutina con el virus
vaccinia ya no se realiza. Sin embargo, después del ataque de bioterrorismo con
antrax en octubre de 2001, el gobierno de Estados Unidos ha hecho todo lo posible
para mejorar la preparacion para la liberacion intencional o accidental de virus
vaccinia. Inicialmente, este comenz6 con los intentos de vacunar a un gran ndmero
de posibles emergencias y trabajadores de la salud. También ha habido fondos para
el desarrollo y la produccion de una nueva vacuna contra la viruela, asi como el
desarrollo de terapias antipoxvirus. Algunos investigadores de laboratorio,
trabajadores de la salud, primeros auxilios, y personal militar estan siendo todavia
vacunados. La vacuna con el virus vaccinia esta solamente disponible en los Estados
Unidos a través del “Center for Disease Control and Prevention”.

MVA no presenta ningln riesgo de integracion o activacion de provirus latentes,
puesto que el vector se encuentra exclusivamente en el citoplasma y es altamente
improbable que se produzca una diseminacion significativa de las particulas
infecciosas fuera del punto de inyeccién.

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG en el medio ambiente:
No hay previstas técnicas de deteccion e identificacion en el medio ambiente.

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

La mayoria de los métodos que se usan en la caracterizacion final del MVA.HTI
durante el desarrollo, procesos de control durante la produccion y test de liberacion,
son métodos estandarizados, previamente usados y validados (de forma apropiada
para el uso del material en fases clinicas tempranas) para diferentes MVAs.

Dentro de los ensayos de identificacion del genoma del MVA.HTI se incluye:

(a) Identidad por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los
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cebadores J1312 y J1205, que producen un producto de 331 pb y confirma la
presencia especifica del producto HTI.

(b) La Identidad por secuenciacion del ORF entero del HTI idéntico a la
secuencia master

(c) La identidad del MVA se puede confirmar por PCR. Estad basada en la
ausencia de genes deleccionados del virus vaccinia wildtype, caracteristicas
de la cepa MVA. La ausencia de la cepa parental de MVA (no
recombinante), MVA.RFP, se comprueba por reaccién de PCR utilizando los
cebadores especificos que producen una banda de 688 pb RFP-especifica. El
| plasmido pRFP sirve como control positivo en la PCR.

Tras la recombinacion con el plasmido de transferencia del inserto HTI, el ADN se
extrae de la muestra de virus. Mediante PCR, se amplifican secuencias concretas de
ADN. Los cebadores de PCR estan disefiados de tal forma que son unicos para la
deteccidn del inserto HTI1 y la deteccidn de virus MVA parental. La amplificacion
del fragmento de ADN del tamafio adecuado confirma la pureza del MVA.HTI.

La inmunogenicidad del MVA.HTI se demuestra en ratones C57BL/6 y macacos
reshus.

F. Informacion sobre la liberacién

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

El OMG MVA.HTI se ha desarrollado como un candidato a vacuna terapéutica para
el VIH- 1. La liberacion de este OMG es necesaria para la realizacion del propuesto
ensayo clinico en Espafa (fase 1), administrado en combinacion con el plasmido
DNA.HTI en personas no infectadas por VIH-1.

El ensayo propuesto, ‘Estudio de fase | aleatorio, doble ciego, placebo controlado, a
dosis escalada para evaluar la seguridad e inmunogenicidad de los dos candidatos a
vacuna del VIH-1, DNA.HTI y MVA.HTI, administrados en combinacion en
pacientes sanos, y de bajo riesgo, VIH-1 negativos”, con codigo Aelix-001, es un
ensayo fase I, que incluird 26 voluntarios. En dicha poblacion se testara la
seguridad, tolerabilidad e inmunogenicidad del OMG (MVA.HTI) en combinacién
con un plasmido que contiene el mismo transgén (DNA.HTI). La pauta de
vacunacion consiste en una dosis escalada de 1mg, 4 mg y 8 mg (en 3cohortes) de
DNA-HTI durante las semanas 0, 4 y 8, sequida de la administracién de 2-10° pfu
MVA.HTI las semanas 16 y 20. La administracion se realizard por via
intramuscular.

Ensayos clinicos con candidatos altamente similares, como el MVA.HIVconsv o el
MVA.HIVA, han sido usados en diferentes ensayos clinicos fase I/lla completados
(NCT01712425, NCT02099994, NCT01151319, NCT00982579 and
NCTO01371175) junto con otros candidatos como ChAdV63.HIVconsy,
pSG2.HIVconsv ADN y pTHr.HIVA ADN.
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No se espera ningun impacto ambiental significativo de la liberacion del OMG
durante la realizacion del ensayo clinico.

Los detalles del disefio del ensayo y de sus objetivos se encuentran en el protocolo
adjunto.

2. ¢Es diferente el lugar de liberacion del habitat natural o del ecosistema
en el que se utiliza, se mantiene o0 se encuentra regularmente el
organismo receptor o parental?

Si[] | No []
En caso afirmativo, especifiquese:
No aplica. EI MVA no existe de forma natural en nuestro ecosistema.

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

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

Las vacunaciones con MVA.HTI se realizardn en las consultas de la Unidad
Polivalente de Investigacion Clinica (UPIC), localizada en la planta 2 del edificio
maternal del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, situado en la Ctra. Canyet,
s/n, 08916 Badalona.

b) Area del lugar (m°):

Q) lugar real de la liberacion (m®): consulta de la UPIC del centro (Unidad
polivante de investigacion clinica) 22m?

(ii) &rea de liberacién mas amplia (m“): la misma y nunca superior a 22m?

c) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depdsitos de agua potable) que pudieran verse afectados:
No aplica, la afectacion a estas areas no es posible.

d) Floray fauna, incluidos cultivos, ganado y especies migratorias que pueden
potencialmente interactuar con el OMG:
No aplica, la afectacion a estas areas no es posible.

4. Meétodo y amplitud de la liberacion

a) Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Se incluirdn un maximo de 26 personas (20 sujetos recibiran el tratamiento y 6
recibiran placebo) que cumplan los criterios de inclusion y exclusion, que recibiran
MVA.HTI las semanas 16 y 20.

En total se calcula que se administraran un maximo de 40 viales con una dosis
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tnica de 2 x 10° pfu por vacunacion (2 vacunaciones).

b) Duracion de la operacion:

Cada vacunacion dura unos minutos.

El periodo de reclutamiento consistird en 12 semanas. Los pacientes seran seguidos
durante 32 semanas después de la primera administracion (20 semanas de
tratamiento y 12 de seguimiento después de la Ultima vacunacion).

(c) Métodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG mas alla del lugar de liberacion:
El OMG se libera Gnicamente para uso clinico.

El personal implicado en la preparacion del producto trabaja segun las condiciones
especificadas en la normas de Buenas Practicas Clinicas y de Buenas Préacticas de
Fabricacion. El laboratorio de fabricacion (IDT Biologika GmbH) ubicado en
Alemania, prepara y envasa el producto en viales sellados herméticamente y
etiquetados en forma adecuada. Los viales seran enviados desde Alemania
mantenidos a -80°C y almacenados hasta su uso en el Servicio de Farmacia del
Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona. La administracion se realiza bajo
responsabilidad del investigador, de acuerdo con un protocolo clinico y respetando
las Normas de Buena Préctica Clinica.

El personal que prepard las vacunas utilizara técnicas estériles (guantes, mascarillas
y batas desechables). El producto se preparard en condiciones asépticas, en
cumplimiento adecuado a la preparacion de inyectables. La solucién se transferird a
una jeringa de 1 ml de insulina en condiciones asépticas (en una campana BL2)
mediante un dispositivo de transferencia de sistema cerrado validado (CSTD, BD
PhaSealTM). El area utilizada para la preparacion para su inyeccién debe
descontaminarse antes y después de la manipulacion con lejia y alcohol de 70°C.

El personal que administrara el producto utilizard ‘precauciones universales’. El
lugar de inoculacién de la vacuna se cubrira apropiadamente.

El lugar de administracion del producto (UPIC) se limpiara con hipoclorito sédico
diluido al 1%, inmediatamente después de la administracion. El material utilizado se
considera residuo sanitario Grupo Il y se gestionard como tal. Concretamente, los
guantes, mascarilla y bata se desechardn en una bolsa roja y las agujas en
contenedores amarillos especificos a tal efecto. Los viales utilizados se destruiran
siguiendo los protocolos del servicio de farmacia.

Todas las transferencias de la preparacion deben realizarse utilizando un contenedor
cerrado. Mas aun, los empleados seguiran la politica hospitalaria o clinica estandar
recomendada para la manipulacion de vacunas con virus vivos.

En caso de contaminacion accidental, cada superficie contaminada debera tratarse de
acuerdo con los procedimientos hospitalarios convencionales para productos
infectados. Todo el personal implicado en la manipulacion del producto debe ser
informado de que en caso de contaminacion cutanea hay que lavar inmediatamente
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la piel profusamente con agua y desinfectar localmente con yodo al 4% y, en caso de
contaminacion ocular, se recomienda lavar y enjuagar Unicamente con agua. Se debe
realizar asimismo una evaluacion por el oftalm6logo tan pronto como sea posible.
No esté& proyectado ningun andlisis bioldgico especifico para el personal que maneje
el producto.

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

No aplica. Todas las vacunaciones se realizaran en las consultas de la UPIC del
Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona.

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

No existen liberaciones anteriores de MVA.HTI.
No obstante, existen liberaciones previas de OMG altamente similares (B/ES/12/10
y B/IES/15/12).

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 investigacion (si procede)

i) Orden y taxon superior (animales): Primates

ii) Familia (plantas): Hominidae

iii) Género: Homo

iv) Especie: sapiens

V) Subespecies: sapiens

vi) Cepa: no aplica

vii) Cultivar/Linea de reproduccion: no aplica

viii) Patovar:

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

Desarrollo de respuestas celulares T VIH-1 especificas dirigidas contra las regiones
incluidas en el inmunogeno HTI.

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

La posibilidad de transferencia génica a otras especies es minima en las condiciones
de liberacion propuestas para el OMG. EI OMG se administrara en las unidades
hospitalarias mencionadas anteriormente y es improbable que entre en contacto con
otras especies animales.

Para que el gen codificado HTI se transfiera al genoma de otras especies de
poxvirus, las células propensas tendrian que ser infectadas por un poxvirus y a la
vez ser transducidas por el vector, lo que resulta extremadamente improbable.

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 liberacion y en los cuales puede quedar establecido

No es probable que el OMG pueda ser liberado al ecosistema asi como su
diseminacion desde el lugar de liberacion, porque tiene una seleccion de huéspedes
muy limitada y por la forma propuesta para su liberacion.

En el caso improbable de que se produzca la administracion involuntaria a
organismos distintos del objetivo, la ulterior diseminacién seria improbable, porque
en varios estudios se ha demostrado que MVA es avirulento en animales de
laboratorio inmunocompetentes e inmunodeficientes y en cultivos de células
humanas primarias.
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6. Nombre completo de los organismos que no son el organismo diana, pero que
(teniendo en cuenta la naturaleza del medio ambiente receptor) pueden sufrir
accidentalmente dafios importantes por la liberacion del OMG.

No aplica.

i) Orden y taxon superior (animales): -

i) Familia (plantas): -

iii) Género: -

iv) Especie: -

V) Subespecie: -

vi) Cepa: -

vii) Cultivar/linea de reproduccion: -

viii) Patovar: -

ixX) Nombre vulgar: -

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

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

b) De otros organismos al OMG:
Altamente improbable

c¢) Consecuencias probables de la transferencia de genes:

Ninguna, dado que el HTI es una secuencia disefiada exclusivamente para la
induccidn de respuesta celular T especifica a través de 26 péptidos superpuestos del
genoma del VIH, por lo que no es patogenica.
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8. Referencias de los resultados pertinentes (si los hay) de estudios sobre el
comportamiento y las caracteristicas del OMG sobre su repercusion
ecoldgica llevados a cabo en ambientes naturales simulados (por ejemplo,

microcosmos, etc.)

No existen.

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

No aplica.

Page 31 of 37



Institut de Recerca de la Sida

H. Informacion sobre el seguimiento

1. Metodos de seguimiento de los OMG

Los MVA han sido utilizados ampliamente en ensayos clinicos, tanto en
administracion directa como en estrategias de terapia celular (contenidos en el
interior de células). Debido pues al conocimiento adquirido en estos ensayos
clinicos y otras estrategias en terapia celular, no se ha planificado llevar a cabo
ninguna deteccion viral especifica relacionada con el MVA.HTI en liquidos
bioldgicos ni en sangre durante el ensayo clinico propuesto.

Se realizard monitorizacion de efectos secundarios del tratamiento en ensayo
mediante exploraciéon fisica, analiticas de sangre y comunicacion de eventos
adversos. La evaluacion de la seguridad se realizara a lo largo de la participacion de
los pacientes en el ensayo clinicos y hasta 12 semanas después de la Ultima
inyeccion en el estudio (ver detalle en protocolo adjunto).

2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

No se ha planificado llevar a cabo ningin método de seguimiento sobre las
repercusiones en el ecosistema dado que el OMG no se encuentra de manera natural
en el medio ambiente y no tiene una capacidad replicativa, por lo que se considera
que no hay posibilidades de que haya repercusiones en el ecosistema ya que el OMG
en cuestion no tiene capacidad infecciosa. Se monitorizaran de forma clinica a los
pacientes.

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

No planificados dado que este suceso es altamente improbable (ver apartados
anteriores).

4. Tamafio del area de seguimiento (m?)

No aplicable. EI OMG se administra a los pacientes mediante inyeccion
intramuscular en consultahospitalarias, como se ha descrito en la seccion F.

5. Duracion del seguimiento

La evaluacion de la seguridad se realizara a lo largo de la participacién de los
pacientes en el ensayo clinico, incluidas las fases de extension en el caso de que las
hubiera.
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6. Frecuencia del seguimiento

Visitas de monitorizacion durante las que se evaluara la seguridad, se realizaran a
las 24 horas (sujetos tratados con MVA.HTI i placebo), a la semana, a las 4 semanas
y a las 12 semanas tras la vacunacion.
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I. Informacion sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos

1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

El punto de inyeccion se cubrira con una tirita o esparadrapo. La suspension de virus
se transferira a una jeringa de 1 ml de insulina en condiciones asépticas (en una
campana BL2) mediante un dispositivo de transferencia de sistema cerrado validado
(CSTD, BD PhaSealTM). El lugar de liberacion se limpiara con hipoclorito sédico
diluido al 1%, y con desinfectantes aprobados por uso GMP, inmediatamente
después de la liberacion.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

El traslado del material utilizado para la preparacion e inyeccion del OMG se
realizara en contenedor amarillo herméticamente sellado o en una bolsa roja de
grosor especial etiquetada mediante la pegatina de RESIDUOS SANITARIOS —
GRUPO Il y descontaminarse antes de desecharlo.

3(a) Tipoy cantidad de residuos producidos

Se prevé generar los siguientes residuos: Viales de vacuna, agujas, sistemas cerrados
BD Phaseal, guantes, batas, mascarilla, tiritas/esparadrapo (26 personas en total).

3(b) Tratamiento de residuos

Se introduciran en los siguientes recipientes herméticamente sellados:

Residuos Infecciosos Solidos:
Deben ir siempre en bolsa roja como Residuos Sanitarios de Grupo Ill.

Residuos de Objetos Cortantes o Punzantes:
Se depositaran en contenedores especificos, rigidos y estancos, color amarillo,
adecuados en tamafio y forma al uso que se les va a dar.

El vial de vacuna adherido al sistema BD Phaseal se depositara en contenedores de
residuos de Objetos Cortantes.

La retirada y el cierre final, tanto de las bolsas como de los contenedores, se llevara
a cabo por personal adecuadamente formado y siguiendo las medidas de proteccion
adecuadas.
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J. Informacién sobre planes de actuacién en caso de emergencia

1. Metodos y procedimientos de control de la diseminacion del OMG o de
los OMG en caso de dispersién imprevista

En caso de contaminacion el personal involucrado en la preparacion, envasado o
administracion del producto se notificara al investigador principal y al Servicio de
Prevencion de Riesgos Laborales.

Todo el personal recibira instrucciones sobre los procedimientos a actuar en caso de
liberacion accidental.

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

El lugar en el que se produzca la liberacién se limpiara con hipoclorito sédico
diluido al 1%.

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

No aplica.
4. Planes de proteccién de la salud humana y del medio ambiente en caso

de que se produzca un efecto no deseable

En el caso de contacto con la piel se realizaran lavados enérgicos y posteriormente
se desinfectara con una solucion con Yodo al 4%. En caso de contacto con los 0jos
se realizaran lavados con suero salino por un tiempo no inferior a los 15 minutos. El
sujeto tendré que ser valorado por un oftalmélogo en el menor tiempo posible.

En caso de pinchazo accidental se realizara inmediatamente abundante lavado con
agua y jabon y posteriormente la zona de puncidn sera desinfectada con solucién de
Yodo al 9-12% durante al menos 5 minutos o con solucion con hipoclorito sodico de
10 g/l

Los voluntarios incluidos en el ensayo clinico seran monitorizados como esta
previsto por el protocolo segin normas de buenas practicas clinicas. Se registraran y
notificaran los acontecimientos adversos segun los procedimientos detallados en el
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protocolo. Debido a las modalidades de administracion el riesgo de liberacion
ambiental accidental es muy bajo. Ademas al tratarse de un virus sin capacidad
replicativa, el riesgo ambiental consecuente a liberacion accidental puede
considerarse minimo.
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