MODELO DE RESUMEN DE LA NOTIFICACION DE LA LIBERACION DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE DISTINTOS DE LAS
PLANTAS SUPERIORES DE ACUERDO CON EL ARTICULO 11 DE LA

DIRECTIVA 2001/18/CE
A. Informacion de caracter general:
1. Detalles de la notificacion
a) Estado miembro de la notificacion: Espafia
b) Numero de la notificacion: B/ES/18/25
c¢) Fecha del acuse de recibo de la 11/09/2018

notificacion:

d) Titulo del proyecto:

Primer estudio en seres humanos, de
fase 1/2a, de BMS-986277
administrado en monoterapia y en
combinacion con nivolumab en
tumores epiteliales avanzados

e) Periodo propuesto para la liberacion:

Primer paciente tratado: 12/2018;
Ultimo paciente tratado: 09/2022

2. Notificador

Nombre de la institucion o empresa:

Bristol-Myers Squibb

3. Definicion de la OMG

a) Indiquese si el OMG es:

Otro, especifiquese (reino, phylum y
clase)

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos
- insectos
- peces
- otro animal [ ] especifique el
phylum y la clase

N <




b) Identidad del OMG (género y especie)
Género: Mastadenovirus; Especie: adenovirus quimérico humano

BMS-986277 es un adenovirus oncolitico competente en cuanto a replicacion,
selectivo para células tumorales epiteliales humanas. Se ha modificado el genoma
para que exprese 2 transgenes: un antigeno coactivador de linfocitos T humanos de
longitud completa, CD80, y un fragmento variable de cadena tnica del anticuerpo
monoclonal de ratéon anti- CD3¢ humano, OKT3 (anti-CD3-ScFv-TM), controlados
por el promotor tardio mayor del virus.

c) Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion 11 del
anexo [T A:

En general, como virus de ADN de doble cadena con tamafos de genoma de
aproximadamente 36 kb, se considera que los adenovirus son genéticamente estables.
La ADN polimerasa del adenovirus tiene actividad de correccion de errores
(proofreading) y elimina los nucledtidos mal apareados. Sin embargo, la posibilidad
de coinfeccion permite la recombinacion natural entre adenovirus. La recombinacion
desempefia un papel importante en dar forma a las relaciones filogenéticas de los
genomas de los adenovirus (Lukashev et al 2008). La recombinacidon se produce
fundamentalmente entre cepas de la misma especie de adenovirus, en regiones de
homologia, pero presumiblemente no entre diferentes especies de adenovirus. La
seroprevalencia del adenovirus tipo 5 silvestre (AdS5) es mucho mayor en
comparacion con el adenovirus 11 (Ad11).

Se espera la estabilidad genética del OMG de acuerdo con su disefo, fabricacion y
uso terapéutico. E1 OMG es un virus ADN de doble cadena, de 34.522 pares de
bases. Este tamafio del genoma es similar al del adenovirus silvestre de 34.794 pares
de bases. Los adenovirus recombinantes se consideran, en general, genéticamente
estables, siempre que el total de pares de bases no supere el 105% del tamafio del
genoma original. La ADN polimerasa del adenovirus tiene actividad de reparaciéon de
errores y elimina los nucledtidos mal apareados. Sin embargo, una posibilidad de
coinfeccidon permite la recombinacion natural entre adenovirus. Esta recombinacion
se produce fundamentalmente entre cepas de la misma especie de adenovirus, en
regiones de homologia. E1 OMG es un adenovirus quimérico Ad11/Ad3 del Grupo B
y la mayor parte de su genoma se deriva del virus Ad11. Los informes de infeccion
clinica por virus AdIl silvestre son raros y, por tanto, la probabilidad de
recombinacion con este vector quimérico es reducida en comparacién con un vector
derivado del serotipo méas comun Ad5S. La recombinacion con Ad3 silvestre es
improbable, ya que la porcién quimérica de Ad3 estd limitada a las 197 secuencias
no-homologas en la region E2b. Se han instaurado también controles de fabricacion
mediante el uso de una reserva maestra de siembra viral, cuya cualificacion incluye
secuenciacion gendmica,pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
digestion con enzimas de restriccion para confirmar la integridad del OMG. El
biorreactor de produccion se infecta a partir de esta reserva de siembra maestra, lo
que limita la propagacion del virus durante la produccion. Se estudia ademas cada
lote de producto para asegurar la integridad genética usando PCR y mapeado por
digestion con enzimas de restriccion. Por Ultimo, el adenovirus quimérico Ad11/Ad3
se desarrollo para asegurar un alto nivel de selectividad por las células malignas, de
manera que la replicacion en células humanas sanas es escasa o inexistente.




4. Tiene previsto el mismo notificador la liberaciéon de ese mismo OMG en
algn 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
alguin otro lugar de la Comunidad?

Si[ ] No [X]

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

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: Canada
- Numero de la notificacion: N/A
ID del expediente: HC6-024-C209470, N.° de control: 209470

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

Se ha administrado el OMG a seres humanos en un ensayo clinico de fase 1. Se
estan recogiendo datos relativos a la liberacion del OMG al medio ambiente. No se
ha detectado OMG en las muestras de orina, saliva o heces analizadas
cuantitativamente por PCR hasta la fecha.

También se dispone de datos de liberacion del adenovirus parental, enadenotucirev,
la fuente del OMG, que fue administrado mediante 3 perfusiones intravenosas (IV) a
lo largo de 5 dias. Desde el dia 17 tras la administracion del virus, el ADN viral se
detectd en muestras rectales o bucales en menos del 10% de los pacientes (N =31) y
solo en 1 paciente 56 dias tras la administracién de la dosis final. Se desconoce la
infectividad de las muestras para el adenovirus oncolitico parental, enadenotucirev,
ya que la PCR cuantitativa no discrimina entre virus infecciosos, virus no
infecciosos, o productos generados a partir de virus. En el ensayo clinico con este
OMG, las muestras de orina, salina y heces con OMG detectable seran analizados
mediante ensayo de placas para evaluar la infectividad del virus.

Ademas, los seres humanos son los huéspedes del adenovirus silvestre. Las
infecciones por adenovirus son fundamentalmente asintomaticas, autolimitadas y
restringidas a unos pocos tejidos permisivos. Ademas, la replicacion viral del OMG
es muy selectiva para la replicacion en células cancerosas humanas, lo que reduce su
posible impacto ambiental.

Los adenovirus no integran su ADN en el huésped, por lo que la transmision a lo
largo del genoma del receptor no es posible.




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

La informacion facilitada se basa en las siguientes definiciones:
- OMG: BMS-986277

- Receptor: enadenotucirev

1. Identificacion del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es :

Viroide
[]

Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal

- mamiferos

- insectos

N I ™

- peces
[]
- otro animal
[ ] (especifique el phylum y la clase)
Otros, (especifiquense):

2. Nombre

1) Orden y taxon superior (animales):
Adenovirus

i1) Género:
Mastadenovirus

i11) Especie:
Adenovirus humano

1v) Subespecie:
Adenovirus del Grupo B

v) Cepa:
Quimérica Ad11p/Ad3 especifica del ser humano

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




vii) Nombre vulgar:
enadenotucirev

3. Distribucion geografica del organismo

a) Autoctono 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:
1) Si ]
En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:

Atlantico

[]
Mediterraneo
Boreal
Alpino
Continental

Macaronésico

OO 0o o

ii) No

X
L

i1i1) No se sabe

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

Si[] No[X]

d) (Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?

Si[] No[X]

4. Habitat natural del organismo

a) Si es un microorganismo:
Agua

Suelo, en libertad
Suelo, en simobiosis radiculares de plantas
En simbiosis con sistemas foliares o caulinares

de plantas
En simbiosis con animales

OO 0o




Otros , (especifiquense): [X] Especifico para el ser humano

No

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

aplicable

5.a)

Técnicas de deteccion

El adenovirus parental, enadenotucirev, puede ser detectado mediante
infeccion de wuna linea celular permisiva como HEK293, o
teoricamente utilizando PCR con un conjunto de cebadores
especificos de adenovirus humanos ' (J. Virols Methods. 2001
Apr;92(2):113-20)




5.b) Técnicas de identificacion

El adenovirus parental, enadenotucirev, puede ser identificado
mediante técnicas como secuenciacion de ADN, mapeo con enzimas
de restriccion de ADN gendmico aislado o PCR utilizando cebadores
diagnosticos para la identificacion. Los ensayos de mapeo con
enzimas de restriccion o con PCR que pueden distinguir el
adenovirus parental del OMG se incluyen en los ensayos de control
de calidad a liberacion.

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

Si X | No [ |

En caso afirmativo, especifiquese:

A todos los adenovirus humanos se les ha asignado el Grupo de Riesgo 2 por parte de
las Comunidades Europeas (Directiva 2000/54/EC). El adenovirus 11 es un patégeno
que puede causar enfermedad en seres humanos pero es poco probable que sea un
peligro grave para los trabajadores de laboratorio, la comunidad, la ganaderia o el medio
ambiente.

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

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

En caso afirmativo
a) ;/Para cudl de los organismos siguientes?:

humanos

X
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 IIT A de la Directiva 2001/18/CE.

Enadenotucirev, el organismo receptor, es un adenovirus quimérico Ad11p/Ad3 y la
mayor parte de su genoma se deriva del virus Adll. Adll y Ad3 son ambos
adenovirus del Grupo B. Varios grupos han examinado la seroprevalencia de Adl1
silvestre y ha resultado ser relativamente baja en comparacion con el adenovirus
silvestre de tipo 5 (AdS). En un estudio, se demostrd que solo el 8,3% de los sujetos,
incluidos aquellos con céancer, tienen anticuerpos neutralizadores frente a Ad11, en
comparacion con 64,6% en el caso del AdS5. Con respecto a la patogenicidad,
infectividad y virulencia de Adll1, los informes de infeccion clinica con Adll
silvestre son relativamente raros. Se han notificado infecciones por Adll en
pacientes inmunodeprimidos debido a tratamientos para trasplantes de médula 6sea,
células progenitoras y organos solidos y la via urogenital es el lugar frecuente de
infeccion. Enadenotucirev, el organismo receptor, no es un transportador conocido
de patégenos. El rango de huéspedes se limita a los seres humanos, porque
enadenotucirev no se replica en células de especies no humanas. Ademas,
enadenotucirev se desarrolld para garantizar un nivel elevado de selectividad por las
células malignas de manera que la replicacion en células humanas sanas es escasa o
inexistente. Se ha administrado enadenotucirev a mas de 100 pacientes sin pruebas
de activacion de virus latentes, alergenicidad o toxigenicidad.




8. Informacién sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

El organismo receptor es muy selectivo en cuanto a su replicacion en células
epiteliales tumorales humanas; por tanto, no hay tiempo de replicacion apreciable en
un ecosistema natural.

b) Tiempo de generacion en el ecosistema en el que vaya a ser liberado:

El organismo receptor es muy selectivo en cuanto a la replicacion en células
epiteliales tumorales humanas; por tanto, no hay tiempo de replicacion apreciable en
un ecosistema natural.

¢) Modo de reproduccion

No aplicable Sexual [_] Asexual [_]
d) Factores que afectan a la reproduccion:

No aplicable

9. Capacidad de supervivencia

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

(i1) quistes

(ii1) esclerocios

(iv) esporas
asexuales(hongos)
(v) esporas sexuales

(hongos)
(vi) huevos

(vii) pupas

(viii) larvas

I I R I I I B O

(ix) otras (especifiquense)




b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

Los adenovirus pierden rapidamente su actividad a temperatura ambiente. La pérdida
de actividad es logaritmica y, en consecuencia, el virus conserva un cierto grado de
estabilidad durante un cierto tiempo, pero los niveles restantes estan tipicamente por
debajo del umbral de infectividad. Los adenovirus son sensibles a desinfectantes
viricidas disponibles comercialmente. Los adenovirus son también sensibles a la
temperatura y puede conseguirse la inactivacion sometiendo a autoclave a 121°C
durante 30 minutos. También pueden usarse temperaturas mas altas o periodos de
tiempo en el autoclave mas largos.

10.a) Vias de diseminacion

Ingestion, inhalacion, contacto con membranas mucosas € inyeccion accidental
(pinchazo con aguja).

10.b) Factores que afectan a la diseminacion

La diseminacion se ve afectada por la concentracion de virus excretado, la
produccion de aerosoles, el grado de contacto y factores individuales como la
exposicion previa a adenovirus relacionados y el estado inmunitario global.

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

No aplicable
C. Informacion sobre la modificacion genética
1. Tipo de modificacion genética:

i) Insercion de material genético X
i1) Eliminacion de material
genético ]
i11) Sustitucioén de una base

iv) Fusion celular

[

v) Otro (especifiquese)

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

| Los 2 transgenes insertados, antigeno coactivador de linfocitos T humanos de




longitud completa CD80 y un fragmento variable de cadena tnica del anticuerpo
monoclonal de ratén anti-CD3€& humano, OKT3 (anti-CD3-ScFv-TM), estan bajo el
control del promotor tardio mayor endégeno del virus. La inclusion de estos
transgenes esta pensada para que conduzca a la activacion de la inmunidad
antitumoral en pacientes con tumores derivados de epitelios, sensibles a la infeccion
por el OMG.

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

Si< | No[ ]

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

3.b)  En caso afirmativo, jesta presente el vector, total o parcialmente, en el
organismo modificado?

Si X | No [ |

En caso negativo, pase a la pregunta 5

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

a) Tipo de vector

plasmido
bacteriofago
virus
coésmido

Elemento de transposicion

N O Y ™

Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector:

Se usa el plasmido “shuttle” de E. coli que contiene el origen de replicacion, el gen
de resistencia a la kanamicina y la secuencia del OMG (adenovirus quimérico y
transgenes) como paso intermediario en la construccion inicial del OMG. El genoma
viral del OMG se escindi6 del plasmido “shuttle” y se transfecto a las células
HEK?293 para generar el aislado inicial del producto OMG.




¢) Gama de organismos huéspedes del vector:

El plasmido “shuttle” solo se replica en E. coli. El genoma viral del OMG que esta
presente en el plasmido “shuttle” puede replicarse en lineas celulares tumorales
humanas permisibles, como HEK293.

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

identificable
Si X No []
Resistencia a los antibioticos X

Otras, (especifiquense)

Indique qué gen de resistencia a los antibioticos se inserta: kanamicina

e) Fragmentos constituyentes del vector

El plasmido “shuttle” de E. coli contiene un origen bacteriano de replicacion, el gen
de resistencia a la kanamicina y la secuencia gendmica completa del OMG. El OMG
contiene la secuencia del virus parental enadenotucirev con la cassette de transgenes
insertada compuesta por las secuencias transmembranosas CD80 y fragmento
variable de cadena unica anti-CD3 (ScFv), secuencia de aceptor de division corta,
péptido autoescindible de alta eficiencia (P2A) y secuencia Poli(A). E1 OMG no
contiene un gen de resistencia a antibioticos.

f) Método de introduccién del vector en el organismo receptor

[l
X plasmido “shuttle”
[l
[l
[l

vi) otros, (especifiquense) X El fragmento del ADN lineal obtenido del
plasmido “shuttle” que contiene los transgenes y secuencias del virus
quimérico se introduce en las células HEK293 mediante transfeccion.

1) transformacion
i1) electroporacion
ii1) macroinyeccion
1v) microinyeccion

v) infeccion




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

i) transformacion []
11) microinyeccion
111) macroencapsulacion

1v) macroinyeccion

O 0O o

V) otros, (especifiquense)

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercion:

Cassette de transgenes compuesta de secuencias transmembranosas de CD80 y de
fragmento variable de cadena tnica anti-CD3 (ScFv), secuencia de aceptor de
division corta, péptido autoescindible de alta eficiencia (P2A) y secuencia Poli(A)

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

Secuencia transmembranosa CD80: ser humano
Secuencia transmembranosa anti-CD3-ScFv: ratéon
Secuencia de aceptor de division corta: ADN sintético

e péptido autoescindible de alta eficiencia: ADN sintético
e Secuencia poli(A): ADN sintético

c¢) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el OMG
(a) Secuencia transmembranosa CD80: codifica CD80 humano, una
molécula co-estimuladora que se une al CD28 (senal 2) durante la

activacion de células T

(b) Secuencia transmembranosa anti-CD3-ScFv: codifica anticuerpo de
raton anti CD3e humano, OKT3, que se une al receptor de células T
(sefial co-estimuladora 1) y activa las células T

(c) Secuencia de aceptor de divisién corta: para permitir la division
eficiente del ARNm de la cassette de transgenes y la expresion de
transgenes en las células de mamiferos

(d) Péptido autoescindible de alta eficiencia: para inhibir la formacion de
enlaces covalentes entre la proteina naciente y el aminodcido en el
ARNTL en el ribosoma

(e) Secuencia  poli(A): para  promover el  procesamiento
postranscripcional eficiente en células de mamifero




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

[

- Otros (especifiquense): X codificado en el genoma viral bajo el
Promotor Tardio Mayor (MLP)

- integrado en el cromosoma

e) /Contiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funcion 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 insercion (donante)

1. Indiquese si es:

Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo

Animal
- mamiferos |X|

X O 0O o g

- insectos |:|
- peces
[]

[ ] (especifique el phylum y la clase):

- otro animal

Otros ( especifiquense) ADN sintético

2. Nombre completo

1) Orden y taxo6n superior (animales):
... Transgen 1: Primates; Transgen 2: Roedores

i1) Familia (plantas):
...N/A




iii) Género:
... Transgen 1:Homo; Transgen 2:Mus

iv) Especie:
... Transgen 1:sapiens; Transgen 2: musculus

v) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar:

ix) Nombre vulgar:
... Transgen 1: Seres humanos; Transgen 2: Raton

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

Si[ ] \ No X \ No se sabe ||

En caso afirmativo, especifiquese
(a) (para cudl de los organismos siguientes? humanos ]
animales []

plantas

otros []

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

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

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

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

Si[ ] \ No X

En caso afirmativo , especifiquese:

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

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




E. Informacion sobre el organismo modificado genéticamente

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

Las respuestas a lo siguiente se basan en el organismo receptor o parental como
enadenotucirev

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

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

Especifiquese

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

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

Especifiquese:

¢) ¢Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la diseminacion?
Si[ ] No [X] No se sabe [_|

Especifiquese:

d) ¢Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad?
Si[] No [X] No se sabe[ |

Especifiquese:

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

Se espera la estabilidad genética del OMG de acuerdo con su disefio, fabricacion y
uso terapéutico. E1 OMG es un virus de ADN de cadena doble, de aproximadamente
34.522 pares de bases, que se considera generalmente estable genéticamente, puesto
que el nimero total de pares de bases no supera el 105% del tamafio del genoma
original. Ademas, la ADN polimerasa de los adenovirus tiene actividad de
reparacion de errores (proofreading) y elimina los nucleotidos con errores de
concordancia. Sin embargo, una posibilidad de coinfeccion permite la
recombinacion natural entre adenovirus. Esta recombinacion se produce
fundamentalmente entre cepas de la misma especie de adenovirus en las regiones de
homologia. El OMG es un adenovirus quimérico Ad11p/Ad3 de Grupo B, en el que
la mayor parte del genoma proviene del virus Ad11. Los informes de infeccion
clinica con virus Ad10 de tipo silvestre son raros y, por tanto, la probabilidad de
recombinacion con este vector quimérico es reducida en comparacidon con un vector
derivado del serotipo mds frecuente AdS. La recombinacion con Ad3 silvestre es




improbable, ya que la porcion quimérica de Ad3 estd limitada a las 197 secuencias
no-homologas en la region E2b. También se han instaurado controles de fabricacion
mediante el uso de una reserva maestra de siembras viral, cuya cualificacion incluye
secuenciacion gendmica, pruebas de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y
digestion con enzimas de restriccion para confirmar la integridad genética. El
biorreactor de produccion se infecta a partir de esta reserva de siembra maestra, lo
que limita la propagacion del virus durante la produccion. Cada lote del producto se
estudia adicionalmente para asegurar la integridad genética usando pruebas de PCR
y mapeo mediante enzimas de restriccion. Por tltimo, el adenovirus quimérico
Ad11p/Ad3 se desarroll6 para asegurar un nivel alto de selectividad para células
malignas, de manera que la replicacion en células humanas sanas es escasa o
inexistente.

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

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

En caso afirmativo:

a) ;/Para cudl de los organismos humanos X
siguientes?
animales []
plantas []
otros []




b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion Il y en el inciso 1) del punto 2 de la letra C de la seccion 11 del
anexo III A

Enadenotucirev, el organismo receptor, es un adenovirus quimérico Ad11p/Ad3 la
mayoria de cuyo genoma procede del virus Adll. Adll y Ad3 son ambos
adenovirus del Grupo B. Varios grupos han examinado la seroprevalencia del Ad11
silvestre y se ha observado que es relativamente baja en comparacion con el
adenovirus silvestre de tipo 5 (AdS). En un estudio, se demostrd que sélo el 8,3% de
los sujetos, incluidos aquellos con cancer, tienen anticuerpos Ad11 neutralizadores,
en comparacion con el 64,6% en el caso del Ad5. Con respecto a la patogenicidad,
la infectividad y la virulencia del Adl11, los informes de infeccion clinica con Adl1
silvestre son relativamente raros. Se han notificado infecciones por Adll en
pacientes inmunodeprimidos debido a tratamientos para trasplantes de médula oOsea,
células progenitoras y érganos sélidos, siendo el tracto urogenital el lugar frecuente
de infeccion. Enadenotucirev, el organismo receptor, no es un transportador de
patdgenos conocido. El rango de huéspedes estd limitado a los seres humanos,
porque enadenotucirev no se replica en células de especies no humanas. Ademas,
enadenotucirev se ha desarrollado para garantizar un alto nivel de selectividad por
las células epiteliales malignas humanas, de manera que la replicacion en células
humanas es escasa o inexistente. Enadenotucirev se ha administrado a més de 100
pacientes sin pruebas activacion del virus latente, alergenicidad o toxigenicidad.

De acuerdo con el hecho de que enadenotucirev y el OMG tienen una capside
externa idéntica, se espera que el OMG tenga propiedades idénticas a las del virus
original (enadenotucirev).

4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

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

En el estudio clinico de fase 1 que esta en marcha, se recogeran muestras de orina,
saliva y heces. Se analizardn las muestras de orina, saliva y heces para detectar
excrecion del virus. Las muestras de sangre completa se utilizaran para caracterizar
la farmacocinética del OMG administrado. Se analizaran las muestras mediante
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) para cuantificar el ADN
viral en cada tipo de muestra.

Las muestras de excrecion viral con virus cuantificable mediante qPCR seran
analizadas en un ensayo de placas para evaluar la infectividad del virus detectado.
Como las particulas virales circulantes medidas por qPCR podrian ser fragmentos
inactivos o unidos a anticuerpos que las convierten en inactivas, podria ser necesario
evaluar el porcentaje de virus infeccioso circulante frente el virus cuantificado
circulante. Para evaluar esto, algunas muestras de sangre entera seran analizadas en
el ensayo de placas para comparar la cantidad de virus circulante frente a la cantidad
de virus infectivo circulante.

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

El ADN es extraido de cada tipo de muestra y se analiza mediante un ensayo qPCR.
El ensayo qPCR utiliza una sonda fluorogénica TagMan que es complementaria a la




secuencia diana del transgen hCDS80 insertado del GMO. En presencia de los
cebadores, la sonda, y la Taq polimerasa, la replicacion de la secuencia diana
producird un aumento en la sefial fluorescente. Esta sefial se utiliza para extrapolar
la concentracion de ADN basandose en los estandares conocidos

F. Informacion sobre la liberacion

1. Finalidad de la liberacion (incluido todo beneficio ambiental potencial
significativo esperado)
La finalidad de la liberacion es administrar el OMG en un ensayo clinico de fase
1/2a. El objetivo principal del ensayo clinico es caracterizar la seguridad y la
tolerabilidad del OMG cuando se administra como monoterapia o en combinacién
con el agente anti-punto de control PD-L1 nivolumab en sujetos humanos con
tumores epiteliales avanzados. El ensayo clinico estd también disefiado para
determinar las dosis recomendadas y las pautas posologicas del OMG como
monoterapia y en combinacion con nivolumab. Los objetivos secundarios incluyen
la farmacocinética y la excrecion del OMG, la generacion de anticuerpos antivirales
y la actividad antitumoral preliminar de la monoterapia y el tratamiento de
combinacion en sujetos humanos con tumores epiteliales avanzados.

2. (Es diferente el lugar de liberacion del habitat natural o del ecosistema en el

que se utiliza, se mantiene o se encuentra regularmente el organismo receptor
o parental?

Si[] | No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

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

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

Clinica Universitaria de Navarra. Avenida Pio XXI, 36. Pamplona 31008.
Navarra.

Hospital Universitario Madrid Norte Sanchinarro. Calle Ofia, 10. 28050
Madrid. Madrid.

Funcién Jiménez Diaz. Avda, Reyes Catolicos, 2. Madrid 28040. Madrid.

b) Area del lugar (m?):

(i) lugar real de la liberacion (m?): Zona de administracion clinica, que variara
segun la institucion

(i) area de liberacion mas amplia (m?): Hospital académico donde tendra lugar
la preparacion de la administracion del virus, que varia segun la institucion
c¢) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depositos de agua potable) que pudieran verse afectados:




No aplicable

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

Ninguno

4. Meétodo y amplitud de la liberacion

a) Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Los pacientes del estudio recibiran un méaximo de 7 dosis. Consultar el Anexo 5 en
relacion a la cantidad de virus contenida en cada dosis. Se tratara aproximadamente
un total de 200 pacientes en el ensayo clinico, aproximadamente 50 de ellos en
Espana.

b) Duracién de la operacion:

El tratamiento con el OMG se administrara a lo largo de 5-15 minutos dependiendo
de la dosis de particulas virales asignada. Los pacientes podrian recibir hasta 7
dosis del OMG a lo largo de aproximadamente 2 meses. Esté previsto que el ensayo
tenga lugar aproximadamente entre diciembre de 2018 y septiembre de 2022.

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

Deben seguirse las precauciones que incluyen llevar equipo de proteccion personal,
como bata desechable, guantes, gafas de seguridad y una mascara. Deben colocarse
sefiales adecuadas en las zonas de preparacion y tratamiento antes de la
maniupulacion del OMG. Las sefiales deben ser una nota visible e incluir
advertencias sobre el tratamiento, las restricciones y los posibles riesgos. La
eliminacion de todos los materiales en contacto con el OMG deben seguir
procedimientos de eliminacion adecuados en un contenedor para residuos sanitarios
de Tipo III. Los residuos de tipo III se deben procesar y eliminar por una compaiiia
especializada para este tipo de residuos.

Todas las superficies de preparacion deben ser descontaminadas usando un
desinfectante al que sea sensible el adenovirus. Todas las muestras recogidas
después de la administracion del OMG deben ser manipuladas utilizando equipo de
proteccion personal. El transporte de las muestras que contienen OMG o muestras
recogidas de pacientes a los que se ha administrado el OMG deben incluir un
recipiente primario a prueba de fugas, estar envueltas con suficiente material
absorbente para absorber todo el fluido en caso de fuga y un recipiente secundario a
prueba de fugas para incluir y proteger el recipiente primario.

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

Clima mediterrdneo y condiciones controladas en la zona del hospital.




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

No aplicable, véase la seccién B.7b.

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)

1) Orden y taxon superior (animales):
Primates

i1) Familia (plantas):
No aplicable

i1i1) Género:
Homo

iv) Especie:
Homo sapiens

v) Subespecies:
Homo sapiens

vi) Cepa:
No aplicable

vii) Cultivar/Linea de reproduccion:
No aplicable

viii) Patovar:
No aplicable

ix) Nombre vulgar:
Humano

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

El OMG se ha desarrollado para actividad oncolitica selectiva en células tumorales
humanas derivadas de epitelios y estd modificado para expresar 2 transgenes: un
antigeno coactivador de linfocitos T humanos, de longitud completa, CD80 y un
fragmento variable de cadena tnica del anticuerpo monoclonal de raton anti- CD3g
humano, OKT3. Por tanto, se espera que el OMG tenga una acciéon doble de muerte
celular directa mediante la actividad del virus oncolitico y promocion de respuestas




inmunitarias antitumorales mediante activacion de los linfocitos T a través de la
expresion de los transgenes en la superficie celular de las células tumorales
infectadas. La expresion de los transgenes estd bajo el control del promotor tardio
mayor (MLP) endogeno del virus, que limita la expresion de transgenes a las células
que estan replicando activamente el virus. La expresion fuera de la diana (off-target)
es limitada, porque las células no tumorales no son permisivas de la infecciéon por
virus.

El objetivo principal del ensayo es investigar la seguridad y la eficacia de la
administracion del OMG a pacientes con tumores epiteliales avanzados.

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

La gama de huéspedes del OMG esta limitada a los seres humanos, porque la
capside externa viral es del Ad11 silvestre. Los informes de infeccion clinica con
Ad11 silvestre son relativamente raros. Se han comunicado infecciones por Ad11 en
pacientes inmunodeprimidos debido a tratamientos para trasplante de médula 6sea,
células progenitoras u 6rganos solidos, siendo las vias urogenitales un lugar
frecuente de infeccion. Ademas, el virus parental del OMG elegido ha limitado la
capacidad del OMG para replicarse en células humanas distintas de los carcinomas.

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:

La replicacion es muy selectiva para las células tumorales epiteliales humanas

5. Tipos de ecosistemas a los que puede extenderse el OMG desde el lugar de
liberacion y en los cuales puede quedar establecido

No aplicable, muy especifico de especie (ser humano) y no se replica en células de
origen no humano. Ademas, el OMG es muy selectivo para las células tumorales
epiteliales humanas.

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 aplicable

1) Orden y tax6n superior (animales):

i1) Familia (plantas):

111) Género:




iv) Especie:

v) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar

ix) Nombre vulgar:

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

a) Del OMG a otros organismos del ecosistema de liberacion:
No aplicable

b) De otros organismos al OMG:
No aplicable

c¢) Consecuencias probables de la transferencia de genes:
No aplicable

8. Referencias de los resultados pertinentes (si los hay) de estudios sobre el
comportamiento y las caracteristicas del OMG sobre su repercusion ecologica
llevados a cabo en ambientes naturales simulados (por ejemplo,
microcosmos, etc.)

No aplicable

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

Ninguna




H. Informacion sobre el seguimiento

1. Métodos de seguimiento de los OMG

Se vigilard a los pacientes del estudio en cuanto a carga viral, excrecion del virus,
anticuerpos frente al virus, actividad antitumoral y acontecimientos adversos
después de la administracion del OMG. Se evaluara la excrecion del virus en
muestras de sangre, orina, saliva y heces. Las evaluaciones clinicas de los pacientes
del estudio incluirdn exploraciones fisicas, ECG, constantes vitales, evaluaciones de
laboratorio clinico y acontecimientos adversos, incluidas reacciones en el lugar de la
perfusion y sindrome de liberacion de citocinas. Se realizaran evaluaciones
adicionales de los infiltrados tumorales y de poblaciones inmunitarias.

2. M¢étodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

No aplicable, debido a la baja probabilidad de transmision a sujetos no tratados y la
capacidad limitada del OMG para replicarse en células humanas que no sean de
carcinoma. Por tanto, es muy improbable que se produzcan efectos en el ecosistema.

3. M¢étodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del
OMG a otros organismos

No aplicable, de acuerdo con la especificidad por las células tumorales epiteliales
humanas del OMG.

4. Tamaino del area de seguimiento (m2)

Areas de administracion clinica, que varian en cada institucion

5. Duracién del seguimiento

Se vigilard clinicamente a los pacientes del estudio durante al menos 60 dias
después del ultimo tratamiento del estudio y se evaluard la carga/excrecion viral al
menos 60 dias después del ultimo tratamiento del estudio.

6. Frecuencia del seguimiento

Al menos semanalmente, durante el tratamiento del estudio con OMG y cada 30 dias
durante los primeros 2 meses y luego, cada 3 meses durante el seguimiento.




I. Informacion sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos
l. Tratamiento del lugar tras la liberacion

Los desechos generados durante la preparacion y manipulacion del OMG deben
seguir los procedimientos de eliminacion adecuados en un contenedor para residuos
sanitarios de Tipo III. Los residuos de tipo III se deben procesar y eliminar por una
compaiia especializada para este tipo de residuos. Todas las superficies de
preparacion deben ser descontaminadas utilizando un desinfectante al que el
adenovirus sea sensible.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

Todos los residuos generados durante la preparacion y manipulacion del OMG
deben seguir los procedimientos de eliminacién adecuados en un contenedor para
residuos sanitarios de Tipo III. Los residuos de tipo III se deben procesar y eliminar
por una compaiia especializada para este tipo de residuos. Se instruira a los
pacientes a través del consentimiento informado sobre las precauciones de contacto
después de la administracion de OMG, como evitar el contacto personal estrecho
con poblaciones vulnerables, no compartir utensilios de alimentacion y notificar
cualquier sintoma de infeccion.

3(a) Tipo y cantidad de residuos producidos

Los residuos incluiran todos los materiales de preparacion de la farmacia, equipo de
proteccion personal (EPP) que lleve el personal en contacto con el OMG vy los
materiales de administracion del farmaco del estudio.

3(b) Tratamiento de residuos

Todos los residuos generados durante la preparacion y manipulacion del OMG
deben seguir los procedimientos de eliminacion adecuados en un contenedor para
residuos sanitarios de Tipo III. Los residuos de tipo III se deben procesar y eliminar
por una compafiia especializada para este tipo de residuos.

J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

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

Toda la preparacion de OMG debe realizarse en una cabina de bioseguridad de clase
I, por parte de personal formado. Se facilitara un manual de farmacia detallado a los
centros ¢ incluird todos los procedimientos de preparacion de OMG y las
instrucciones de administracion del OMG. En caso de vertidos accidentales, el
vertido debe ser recogido con material adecuado, inerte y absorbente, como toallitas
de papel o tela, se debe echar un desinfectante comercial en la zona del vertido
evitando salpicar o levantar polvo, y dejando actuar durante 30 minutos con la
ventilacion apropiada. Después de 30 minutos de descontaminacion, todos los
materiales utilizados durante el lavado deben colocarse en bolsas de plastico para




materiales con riesgo bioldgico para su eliminacién en contenedores sanitarios de
Tipo III. El sitio del vertido debe ser lavado posteriormente con agua frio y todo el
equipo protector personal ser eliminado en contenedores de Tipo III o
descontaminado con desinfectante comercial. La transferencia de material que
contenga OMG debe seguir precauciones universales. Todas las muestras recogidas
después de la administraciéon del OMG deben ser manipuladas utilizando un equipo
de proteccion personal. El transporte de las muestras recogidas de pacientes a los
que se ha administrado el OMG deben incluir un recipiente primario a prueba de
fugas, estar envueltas con suficiente material absorbente para absorber todo el fluido
en caso de fuga y un recipiente secundario a prueba de fugas para incluir y proteger
el recipiente primario.Todo el personal que manipule materiales potencialmente
infecciosos debe estar formado en los procedimientos de manipulacion segura y
procedimientos de descontaminacion. El virus parental del OMG es sensible al
tratamiento con terapia virostatica, como cidofovir y ribavarina. Como las
caracteristicas virales del virus parental se mantienen en el OMG, se espera que el
OMG sea sensible al tratamiento virostatico.

2. M¢étodos de eliminacion del OMG o de los OMG de las areas potencialmente
afectadas

Todas las areas donde se manipule, conserve o transporte el OMG deben estar
equipadas con el apropiado desinfectante viricida, y kits de desinfeccion contra
cualquier salpicadura o vertido potencial, incluyendo los materiales descritos en J.1.
Todas las areas de preparacion de OMG deben ser descontaminadas utilizando un
desinfectante para el que el adenovirus sea sensible y todos los equipos de
proteccion personal desechados en contenedores de tipo I1I o desinfectados.

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

No aplicable. El OMG so6lo se administrara en los centros clinicos.

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

Se vigilara a los pacientes del estudio en cuanto a la aparicion de acontecimientos
adversos graves (AAG) segun el protocolo clinico. Se evaluaran los AAG segun el
protocolo. Se informara a las autoridades sanitarias segiin sea necesario de acuerdo
con la legislacion local.

Debido a la falta de infectividad en células no humanas y la especificidad para las
c€lulas epiteliales tumorales humanas, la probabilidad de que el OMG altere la
dindmica de poblaciones fuera de las personas tratadas en el protocolo clinico es
despreciable. Sin embargo, no puede descartarse completamente la infeccion no
intencionada de personas vulnerables (p. €j., personas inmunodeprimidas, mujeres
embarazadas o en la lactancia, nifios < 1 afo). Por tanto, los documentos de




consentimiento informado del OMG aconsejan a los pacientes que eviten el contacto
estrecho con personas con alto riesgo de infecciones virales hasta 30 dias después de
la ultima dosis del OMG. Como los transgenes estan bajo el control del MLP
endogeno del virus que restringe la expresion de transgenes a las células que estan
replicando virus activamente, la expresion y replicacion fuera de la diana son
limitadas. Ademas, el adenovirus incluyendo el virus parental del OMG es sensible
al tratamiento virostatico, como cidofovir y ribavarina. Todas las caracteristicas
virales del virus parental se mantienen en el OMG, con lo que se espera que el OMG
sea sensible al tratamiento virostatico.
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