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: ESPANA

b) Numero de la notificacién: B/ES/15/11

c) Fecha del acuse de recibo de la

notificacion: 10/11/2015

d) Titulo del proyecto: Ensayo Clinico de terapia génica fase
I/11 con rAAV9.CMV.NAGLU para la
Mucopolisacaridosis tipo 111B

e) Periodo propuesto para la liberacion: El periodo de liberacién propuesto para

todo el ensayo es desde el primer
cuatrimestre del 2016 hasta el tercer
cuatrimestre del 2018. La duracion del
ensayo es de 31 meses 0 2,6 afos,
desde el primer paciente reclutado
hasta la ultima visita del ultimo
paciente. Cualquier cambio de este
periodo sera notificado al
CIOMG/CNB.

2. Notificador

Nombre de la institucién o empresa: Abeona Therapeutics
10000 Cedar Avenue
Cleveland, OH 44106, EEUU

3. Definicion de la OMG

rAAV9.CMV.NAGLU es un producto de terapia génica innovador cuya indicacion
propuesta es el potencial tratamiento de la Mucopolisacaridosis tipo 1B (MPSIIIB-
Sindrome de Sanfilippo de tipo B).

Este virus recombinante es un organismo modificado genéticamente (OMG) basado
en un virus adeno-asociado humano del serotipo 9 (AAV9) sin capacidad de
replicar, dado que el virus adenoasociado modificado tiene una delecion completa de
todos los genes codificantes para las proteinas virales de la cepa salvaje, a excepcion
de las regiones terminales invertidas (RTIs). La zona delecionada se reemplaza con
un casete de expresion génica recombinante, por lo que rAAV9.CMV.NAGLU
contiene el CADN humano de la a-N-acetilglucosaminidasa (NAGLU), dirigido por
una combinacion del enhancer y el promotor temprano del citomegalovirus humano
(CMV).
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a) Indiquese si el OMG es: Viroide []

Virus ARN L]

Virus ADN X] rAAV- producto de
terapia génica
recombinante no
replicativo.

Bacteria

Hongo

Animal

- mamiferos

- insectos

- peces

-otroanimal [ ] especifique el
phylum y la clase

N [

Otro, especifiquese (reino, phylum y
clase)

b) Identidad del OMG (género y especie)
Family: Parvoviridae
Genus: Dependovirus
Species: Es un virus AAV recombinante (no replicativo) derivado del
serotipo 9 también denominado rh14.

rAAV9.CMV.NAGLU es un organismo genéticamente modificado que deriva del
virus adeno-asociado salvaje del serotipo 9 (rh 14). Este virus adeno-asociado (AAV)
es un miembro del género Dependovirus, que subyace dentro de la familia
Parvoviridae. El serotipo 9 (también llamado rh14) fue aislado de mamiferos, en
concreto de humanos, y fue diferenciado desde un punto de vista seroldgico de los
otros serotipos conocidos (para mayor informacion sobre los origenes de los
serotipos de AAV ver la publicacidn anexa de Gao et al. 2004).
rAAVI9.CMV.NAGLU es el anico nombre utilizado para el presente OMG.
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c) Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion |1 del
anexo I A:

El OMG ha sido preparado a traves de la eliminacion de todos los genes virales
(excepto las regiones terminales invertidas o RTIs) y la incorporacion de un casete de
expresion genica mediante tecnologia de ADN recombinante. Debido a la ausencia
de genes virales este OMG es incompetente para su replicacion y por consiguiente es
por defecto estable genéticamente, ya que no presenta mecanismos intrinsecos para
la variacion/transferencia genética.

La secuencia del genoma se confirma mediante la identificacion del ADN de los tres
plasmidos (vectores) usados para su produccion, que se lleva a cabo mediante
analisis de restriccion y secuenciacion del ADN. Estas identificaciones se incluyen
entre los criterios de liberacion de lote de fabricacién de los plasmidos. Debido a que
el OMG no tiene capacidad de replicarse, no es posible que se produzcan cambios en
la secuencia de su genoma.

El rAAV9.CMV.NAGLU se basa en un AAV9 por lo que su estabilidad genética se
considera equivalente, de forma que mantiene el genoma de forma estable.

Es importante sefialar que el genoma del OMG se mantiene en las células huésped
sin integrarse, formando concatameros y manteniéndose de forma episomal.

4, Tiene previsto el mismo notificador la liberacién 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 liberacién de ese mismo OMG en
algun otro lugar de la Comunidad?
Si[] No [X]*

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

(*) A fecha de la notificacion, el presente OMG (rAAV9.CMV.hNAGLU) es la
primera vez que se usa en humanos como tratamiento. No se plantea ninguna otra
liberacion en la Comunidad Europea.

6. Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacidon o comercializacion de
ese mismo OMG fuera de la Comunidad?
| Si[] | No [X]*
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En caso afirmativo:

- Estado miembro de la notificacion:

- Numero de la notificacion:

*Para el desarrollo clinico de este producto de terapia génica se prevén dos ensayos
clinicos de escalada de dosis, una llevado a cabo por el National Children’s Hospital
(NCH- Columbus, Ohio, EEUU) y otro por Abeona Therapeutics como promotores
de sendos ensayos. El reclutamiento de los pacientes con MPSIIIB que se tratan con
rAAV9.CMV.NAGLU se llevara a cabo en un primer momento en el NCH, a través
del ensayo clinico unicéntrico (IND # 1401-1289), cuyo promotor es el mismo
hospital. El segundo ensayo clinico multicéntrico e internacional es también un
estudio de escalada de dosis, que consiste en dos cohortes de pacientes MPSIIIB
hasta un total de dieciocho pacientes. Este segundo reclutamiento de pacientes se
llevara a cabo en dos centros Hospital Universitario Cruces (Espafia) y el Adelaide
Women’s & Children’s Hospital, Adelaide (Australia).

En base a la legislacion americana no es necesaria la notificacion de liberacion de
OMG. La presentacion en Australia se realizard en los proximos meses.

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

El organismo modificado genéticamente de esta notificacion de liberacion
voluntaria es un OMG basado en virus adeno-asociado del serotipo 9 o rh14 llamado
rAAV9.CMV.hNAGLU. El presente OMG tiene una delecion completa de todos los
genes virales (excepto las regiones terminales invertidas o RTIS) e incorpora un
casete de expresion mediante tecnologia de ADN recombinante. Este OMG es un
virus de replicacion incompetente con un casete de expresion basada en el cCADN de
a-N-acetilglucosaminidasa humana (NAGLU) dirigido por combinacion del
enhancer y el promotor temprano del citomegalovirus humano (CMV).

Esté previsto que el rAAV9.CMV.NAGLU se administre en Espafia y Australia en
un ensayo clinico de escalada de dosis multicéntrico internacional de terapia génica
de fase I/11, en el que se tratara un total de 18 pacientes. Como se trata de un ensayo
competitivo, no es posible determinar de antemano el nimero de pacientes a tratar
en cada pais. El escalado de dosis consistira en el tratamiento de dos pacientes con
una dosis baja de 2x10* genomas de virus recombinante por kilogramo (gv/kg) (la
dosis se adaptara al peso del paciente) y un maximo de 16 pacientes con una alta
dosis de 5x10* gv/kg. Considerada la tipologia de pacientes (pediétricos), se espera
que el peso méaximo sera de alrededor de 50 kg, por lo que la dosis maxima estimada
a administrar en un paciente sera de 25x10* de genomas de virus recombinante o
OMG. El total de los pacientes se reclutan y tratan durante un total de 26 semanas,
dado que hay establecidos periodos de seguridad de 1 o 4 semanas de acuerdo con el
plan de dosificacion presentado en el protocolo clinico adjunto.

El ensayo en Espafia va a ser unicentrico y llevado a cabo en el Hospital
Universitario de Cruces (Baracaldo), bajo la coordinacion del Dr. Aldamiz como
Investigador Principal y Jefe de la Unidad Metabolica en este centro. EI OMG sera
recibido en el departamento de farmacia y se almacenara a -80°C con acceso
limitado al equipo clinico. La administracion sera intravenosa y se realizard en una
habitacion individual del hospital y los pacientes se quedaran ingresados en el
hospital por un minimo de 48 horas tras la administracion bajo una estricta
monitorizacion. Después, el paciente serd seguido por un total de 24 meses a lo
largo de los cuales asistird a 11 visitas en el centro. Las muestras para el estudio de
la excrecién del OMG (suero, orina, saliva y heces) se recogeran desde el tiempo
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basal hasta el dia 90 después de la administracion. En base a los datos preclinicos no
se espera que las muestras sean positivas en los dias 60 y 90 después de la
administracion. Dichas muestras se recogeran, pero se analizaran solo en caso de no
obtener dos negativos consecutivos en las muestras anteriores (4 horas, 8 horas, 24
horas, 48 horas, dia 7, dia 14 y dia 30).

La maxima presencia del OMG se espera en el suero, debido a la administracion
intravenosa. Los datos preclinicos publicados han demostrado que la vida media de
rAAV9 en circulacion es de aproximadamente 4 horas durante las primeras 10 horas
después de la inyeccion, y aproximadamente 10 horas durante los siguientes 3 dias.
Por lo tanto en los humanos se espera que el OMG en circulacion durante los
primeros 3 dias pase a traves de 9-10 vidas medias, lo que implica una reduccion
exponencial de la carga de diseminacién. Hay que destacar que en la mayor parte de
ese periodo de tiempo los pacientes se mantienen en el hospital (desde el dia 0 hasta
el dia 2), bajo estricto control.

En condiciones naturales, el AAV de tipo salvaje requiere la presencia de un virus
auxiliar (helper) (adenovirus o herpes virus) para replicarse en el tracto respiratorio
de sus huespedes, que son exclusivamente los primates tanto humanos como no
humanos. ElI rAAV9.CMV.NAGLU es no replicativo con una capacidad limitada
para infectar células de mamifero, e incapaz de infectar las células vegetales.

Los datos preclinicos en ratones han demostrado una muy baja diseminacion en el
medio ambiente por la orina, saliva 0 heces. Las muestras fueron positivas hasta 35
dias después de la administracion. Por lo tanto, este rAAV tiene una minima
posibilidad de propagarse a otras personas, animales o al medio ambiente. Ademas,
el paciente se aislara en una habitacion individual por un minimo de 48 horas y el
equipo de profesionales involucrados en el estudio debera estar entrenado en el
manejo seguro de este OMG vy en las practicas de bioseguridad BSL-I. Esto incluira
las instrucciones (incluso para el paciente) para hacer frente a cualquier exposicion
accidental y minimizar la propagacion a otras personas o al medio ambiente.

La transferencia génica horizontal es poco probable y debido a las caracteristicas de
secuencia de rAAV9.CMV.NAGLU no existe la posibilidad de conferir una ventaja
selectiva a las bacterias u otros microorganismos, ya gque no contiene ningun
promotor procariota ni genes de resistencia a antibiotico, u otro tipo de genes de
resistencia que favorezcan o restrinjan su crecimiento.

En lo que se refiere a los seres humanos, el riesgo de infeccion con este OMG es
practicamente nulo debido a que su liberacion por los pacientes es limitada en el
tiempo y a dosis muy bajas, y, en el improbable caso de que se transmita de un
paciente a otro ser humano, contiene un casete de expresion que codifica para una
proteina humana que se encuentra en los individuos sanos de forma natural. La
probabilidad de que se produzcan efectos negativos en seres humanos se considera
insignificante y no existe ningun riesgo para las personas, animales, microrganismos
ni el medio ambiente.
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B. Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos
parentales de los que se deriva el OMG

1. Identificacion del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es :

Viroide
[]
Virus ARN
[]
Virus ADN
X Virus de ADN de cadena sencilla, de sentido positivo o
negativo. Serotipo 2 (AAV?2) para el genoma (RTIs) y serotipo
9/rh14 (AAV9) para la cépside
Bacteria
[]
Hongo
[]
Animal
[]
- mamiferos
[]
- insectos
[]
- peces
[]
- otro animal
[ ] (especifique el phylum y la clase)
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Otros, (especifiquense):

El virus adeno-asociado (AAV) es un pequefio virus que infecta a los seres humanos
y a algunas otras especies de primates. Mide 20 nm, es defectuoso para la
replicacion y sin envuelta. La infeccion productiva por AAV requiere una co-
infeccion con virus helper que proporciona las funciones que ayudan en la
replicacion del AAV.

El genoma de AAV se constituye de acido desoxirribonucleico de cadena sencilla
(ssADN), ya sea de sentido positivo 0 negativo de aproximadamente 4,7 kb. El
genoma comprende regiones terminales invertidas (RTIs) en ambos extremos de la
cadena de ADN, y dos marcos abiertos de lectura (ORFs): rep y cap. El primero esta
compuesto por cuatro genes superpuestos que codifican las proteinas Rep requeridas
para el ciclo de vida de AAV, y el segundo contiene secuencias de nucledtidos
superpuestas de las proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3, que interactlan entre si
para formar una capside de simetria icosaédrica. El virus causa una respuesta
inmune muy leve, remarcando su aparente falta de patogenicidad. Se considera que
AAV no tiene ningun papel en el desarrollo de una enfermedad. Debido a que el
ADN de AAV se encuentra mas comunmente en muestras de semen de hombres con
semen anormales, se piensa que puede estar involucrado en la infertilidad
masculina. Sin embargo, no se ha encontrado relacion de causalidad entre la
infeccion por AAV vy la infertilidad masculina.

Hasta el afio 2008, se han descrito 12 serotipos de AAV. Todos los serotipos
conocidos pueden infectar células de diversos tipos de tejidos. La especificidad
tisular esta determinada por el serotipo de la capside, de forma que el pseudotipo de
los AAVs para alterar el rango de su tropismo se convierte en un factor determinante
para su uso en terapia.

Los virus adeno-asociado (AAV) han sido ampliamente utilizados como virus
recombinantes para la terapia génica debido a su perfil de seguridad, su capacidad
para transducir tanto las células quiescentes o en division, y su baja
inmunogenicidad. Hasta la fecha, los AAV recombinantes se han utilizado en cerca
de 117 ensayos clinicos de todo el mundo. Recientemente, se han obtenido
resultados prometedores en ensayos de Fase | y Il para una serie de enfermedades,
incluyendo Amaurosis Congénita de Leber, hemofilia, insuficiencia cardiaca
congestiva, deficiencia de lipoproteina lipasa, y enfermedad de Parkinson.

2. Nombre

i) Orden y taxon superior (animales):---

ii) Género: Parvoviridae

iii) Especie:  Dependovirus

iv) Subespecie: Dependovirus

v) Cepa: Serotipos 2y 9

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.): ---
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vii) Nombre vulgar: Serotipo 2 (AAV2) para el genoma (RTIs) y serotipo 9/rh14
(AAV9) para la cépside

La descripcion de los virus AAV esté en el punto nimero 1 de esta seccion.
rAAV9.CMV.NAGLU es un organismo modificado genéticamente (OMG) basado
en un virus adeno-asociado. EI OMG se basa en el genoma viral de AAV2, como
todos los virus de terapia génica recombinantes con AAV hoy en dia.
rAAV9.CMV.NAGLU tiene una delecion completa de los genes virales del AAV2
salvaje, excepto las RTIs e incorpora un casete de expresion génica recombinante y
contiene el gen de a-N-acetilglucosaminidasa (NAGLU) humano dirigido por una
combinacion del enhancer y el promotor temprano del citomegalovirus humano
(CMV). Este OMG se construye basadndose en la capside viral de AAV9, de manera
que todas las proteinas virales (PV) derivan de este serotipo, para asi poder asegurar
un amplio tropismo, que es el objetivo en el enfoque terapéutico de la enfermedad
de SanfilippoB.

3. Distribucion geogréafica del organismo

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

Si X No[_] 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:
Atléantico
X

Mediterraneo
Boreal
Alpino
Continental

Macaronésico

X XX X KX

i) No

[]

iii) No se sabe

[]
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A pesar de que los AAV han sido estudiados durante los ultimos 50 afios, poco se
sabe acerca de la infeccion natural por estos virus. Sin embargo, es importante
sefialar que como resultado de las infecciones naturales los anticuerpos para AAV se
pueden encontrar en muchos animales, incluidos los seres humanos. La exposicion
natural a AAV puede resultar en la produccion de anticuerpos de las cuatro
subclases de 1gG, con una respuesta predominante de IgG1l y bajas produccion de
1gG2, 1gG3, 1gG4. La caracterizacion de la presencia de estos anticuerpos es la
mejor manera disponible para definir la distribucion geogréafica de este virus.
Sorprendentemente, aproximadamente entre un 30 y un 80% de la poblacion es
seropositiva a anti-AAV (de todos los serotipos) y se ha visto que aproximadamente
el 60% de la poblacion tiene anticuerpos neutralizantes a los 10 afios, que
generalmente persistirdn en la edad adulta. En todas las poblaciones humanas
estudiadas, en las que se incluyeron muestras de 10 paises y 4 continentes (Ameérica,
Europa, Africa y Australia), la prevalencia de anticuerpos neutralizantes a los
serotipos AAV7, AAV8 y AAV9 oscilaban entre un 15 y un 30%. Es de destacar,
que las frecuencias significativamente mas altas de anticuerpos neutralizantes para
todos los serotipos de AAV se observaron en Africa.

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

SiX] No[]

Existen programas de investigacion desarrollando virus recombinantes AAV
basados en el serotipo 9 para diferentes enfermedades genéticas. Bosch et al. 2013
es un ejemplo de publicacion reciente.

Todo el trabajo preclinico del programa del rAAV9.CMV.NAGLU ha sido realizado
en EEUU.

Existe ya una notificacion de una liberacion voluntaria de un virus AAV
recombinante basado en el serotipo 9 con el codigo de notificacién B/ES/14/09. El
OMG presentado en esta liberacion voluntaria esta basado en el mismo organismo
parental, AAV9; y es propuesto para una indicacion similar, tratamiento de
mucopolisacaridosis de tipo 11 en un ensayo clinico unicentrico en Esparia.

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

SiX No[]

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

OO 0o o
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En simbiosis con animales

[]
Otros , (especifiquense):

A pesar de que los AAV han sido estudiados durante los ultimos 50 afios, poco se
sabe acerca de la infeccion natural por estos virus. Sin embargo, vale la pena
mencionar que, como resultado de las infecciones naturales, los anticuerpos para
AAV se pueden encontrar en muchos animales, incluidos los seres humanos. El
serotipo 9 (también llamado rh14) fue aislado a partir de tres seres humanos y se
observo que era serologicamente distinto de los otros serotipos conocidos (para mas
informacidn sobre el origen de los serotipos de AAV ver publicacion de Gao et. al.
2004).

El tipo salvaje de AAV es capaz de sobrevivir en el medio ambiente como una
infeccion persistente en las especies de vertebrados huéspedes o como una infeccion
latente en el nucleo de algunas células infectadas, donde puede permanecer inactivo
por tiempo indefinido, o ser reactivado dando lugar a la secrecion de virus. Debido a
su dependencia de un virus helper para la replicacion (tipicamente adenovirus) AAV
puede ser considerado como un virus estacional. En las regiones templadas se
describen vaivenes estacionales de la incidencia de infecciones por adenovirus, con
las mayores incidencias en otofio, invierno y principios de primavera.

AAV se difunde a través de la inhalacién de las gotitas de aerosol, por contacto con
las membranas mucosas 0 por ingestion, pero no causa ninguna enfermedad en el
hombre, especificamente el serotipo 9 que fue aislado de los seres humanos.

La replicacion del ADN se produce en el nucleo de la célula durante el ciclo litico.
En su estado latente, el ADN se mantiene como un episoma estable (circular o
linear).

b) Si es un animal , habitat natural o ecosistema agricola habitual:
No aplica

5.a)  Técnicas de deteccion

Los virus adeno-asociado de tipo salvaje se detectan generalmente en los tejidos
mediante PCR especifica de acuerdo a las secuencias generales de los AAV o
especificas para el serotipo analizado. También se describen algunos casos en los
que se ha utilizado una técnica de hibridaciéon in situ (ISH) con sonda AAV marcada
con digoxigenina en los tejidos embebidos en parafina de los casos positivos de
AAV. Adicionalmente, las particulas de AAV también pueden detectarse usando el
método de ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA-Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

5.b) Tecnicas de identificacion

Los virus adeno-asociado salvajes se identifican generalmente en los tejidos
mediante PCR especifica de acuerdo a las secuencias generales de AAV o
especificas para el serotipo del analisis. También se describen algunos casos en los
que se ha utilizado una técnica de hibridaciéon in situ (ISH) con sonda AAV marcada
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con digoxigenina en los tejidos embebidos en parafina de los casos positivos de
AAV vy las particulas de virus recombinantes de AAV. Adicionalmente, se pueden
detectar también usando el método de ensayo inmunosorbente ligado a enzimas
(ELISA-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Finalmente, la identificacion
completa de una secuencia especifica de un serotipo puede realizarse en ultima
instancia por secuenciacién del ADN.

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

Si X \ No [ |

En caso afirmativo, especifiquese:

En base a la Directiva 2000/54/CE relativa a la proteccién de los trabajadores contra
los riesgos relacionados a la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo, el
tipo salvaje de AAV no se clasifica en los grupos de riesgo 2, 3 0 4 de la Unién
Europea (UE). Por lo tanto, se designa mas apropiadamente como agente bioldgico
del grupo de riesgo 1, definido en la UE como "poco probable que cause
enfermedad en seres humanos".

Ademas, el Advisory Committee on Dangerous Pathogens (ACDP) no asigna los
AAVs a ninguna categoria, por lo que los virus AAV recombinantes se clasifican,
en base a los criterios de bioseguridad, como clase I. También, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), clasifica los AAVs de manera similar a la UE. Lo
mismo ocurre en los Estados Unidos, Canada y Australia.

Por lo tanto se puede resumir que el riesgo de estos virus es poco probable . De
hecho, las notificaciones previas para la liberacion voluntaria de virus AAV
recombinantes en los ensayos clinicos en humanos, tales como B/ES/12/53 o
B/ES/14/09 han sido autorizados por CIOMG con esta clasificacion bioseguridad.

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

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

Los AAVs se encuentran con frecuencia en los seres humanos y los animales, pero
no son patogénicos, toxicos, virulentos, alergénicos, o vectores de patdgenos. Los
huéspedes conocidos incluyen seres humanos y primates no humanos. Vale la pena
mencionar que, en condiciones naturales, los virus adeno-asociados requieren un
virus helper para la replicacion. Los AAV no activan virus latentes y no son capaces
de colonizar otros organismos.

En caso afirmativo

a) ¢Para cual de los organismos siguientes?:
humanos

[

animales
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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 Il A de la Directiva 2001/18/CE.

8. Informacion sobre reproduccion

a) Tiempo de generacién en ecosistemas naturales:

En condiciones naturales, los virus adeno-asociados salvajes requieren un virus
helper para la replicacion. El ciclo de infeccion de un AAV salvaje, desde la
infeccion de la célula hasta la produccion de nuevas particulas infecciosas consta de
los siguientes pasos: (1) adhesion a la membrana celular; (2) endocitosis mediada
por receptor; (3) incorporacion al endosoma; (4) liberacion por parte del endosoma o
lisosoma; (5) translocacion al ndcleo; (6) eliminacién de la envoltura; (7) formacion
de la forma replicativa de ADN de doble cadena desde el genoma de AAV; (8)
expresion de genes rep; (9) replicacion del genoma; (10) expresion de genes cap,
sintesis de las particulas sSADN; (11) ensamblajes de los viriones completos, y (12)
liberacion desde la célula infectada.

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

El OMG permanece en las células transducidas siendo las proteinas producidas las
que tendran un efecto en las células anexas. El organismo modificado genéticamente
rAAV9.CMV.NAGLU es un virus recombinante sin capacidad de replicacion
debido a la falta de los genes virales

¢) Modo de reproduccién
Sexual [] Asexual [X]

d) Factores que afectan a la reproduccion:
El AAV de tipo salvaje necesita un virus auxiliar (adenovirus o herpesvirus) para
una replicacion eficaz.

Q. 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)

0 0O o
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(v) esporas sexuales
(hongos)
(vi) huevos

(vii) pupas

(viii) larvas

[]
[
[]
[]

(ix) otras (especifiquense) Ninguna

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

El AAV no forma estructuras de supervivencia, pero puede mantener su capacidad
infectiva después de la desecacién simple o liofilizacion por lo menos durante un mes
a temperatura ambiente.

Como todos los OMG basados en virus adeno-asociados, rAAV9.CMV.NAGLU es
susceptible a la accion de los desinfectantes virucidas para virus no envueltos como
hipoclorito de sodio al 1-10% (durante por lo menos 20 minutos), soluciones alcalinas
a pH> 9, fenol al 5%, el calor (> 80 ° C durante 60 minutos), radiacion UV y pH
extremos (<2 y > 12). Todos los desinfectantes requieren un minimo de 20 minutos de
tiempo de contacto para ser eficaces.

10.a) Vias de diseminacion

El AAV de tipo salvaje se disemina por via respiratoria, transmision fecal-oral,
conjuntival directa y transmision sexual. Requiere un virus helper (adenovirus o
herpesvirus) para que pueda replicarse eficazmente. En condiciones naturales, en los
serotipos tipicos de los primates (humanos y no humanos) no se conoce una
transferencia activa del material genético a otros organismos que no sean primates,
no obstante la ausencia de zoonosis no esta documentada.

10.b) Factores que afectan a la diseminacion

Ninguno.

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
numeros de la notificacion)

Diferentes son los programas de investigacion existentes en los que se desarrollan
OMG AAYV recombinantes basados en el serotipo 9 para enfermedades genéticas.
Bosch et al. 2013 es un ejemplo de una publicacion reciente.

Todo el trabajo preclinico del programa con el rAAV9.CMV.NAGLU fue
desarrollado en Estados Unidos.

Ademas, en Espafia ya existe una notificacion de liberacion voluntaria de un OMG
AAV recombinante basado en el serotipo 9 con cddigo de notificacion B/ES/14/09.
El OMG presentado en esta liberacion voluntaria se basa en el mismo organismo
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parental, AAV9; y se propone para una indicacion similar, el tratamiento de
mucopolisacaridosis tipo Ill, en un ensayo clinico unicéntrico en Espafia. Otra
notificacion para la liberacion voluntaria de un virus AAV recombinante basado en
un serotipo diferente, también dentro de los ensayos clinicos en humanos fue la
notificacion B/ES/12/53.
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C. Informacion sobre la modificacidon 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

rAAV9.CMV.NAGLU es un virus recombinante fabricado por ingenieria genética, a
partir del serotipo 9 (AAV9/rh14) del virus adeno-asociado. Para la preparacién del
OMG, todas las secuencias que codifican para las proteinas virales, excepto las
regiones terminales invertidas (por lo tanto, la delecion de material genético esta
marcado) son reemplazadas por un casete de expresién completa que contiene una
secuencia de alfa-N-acetilglucosaminidasa humana y secuencias reguladoras
adicionales necesarias para la expresion de la proteina, tales como un promotor y el
poli A (por lo tanto, la insercion de material genético esta marcado).

Estas modificaciones genéticas permiten la pérdida completa de la capacidad de
replicacion del virus y hacen posible la expresion o sintesis de la proteina NAGLU
por las células transducidas. El proposito de esta modificacién genética es la
obtencion de un vehiculo eficiente para lograr una correcta actividad de la enzima
alfa-N-acetilglucosaminidasa humana (NAGLU) en el SNC vy periférico en
pacientes MPS 11I1B y poder asi corregir el curso de su enfermedad.

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

Si X \ No [ ]

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

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

| il | No[ |
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Solo el casete de expresion recombinante se incluird en el OMG final como
secuencia genética. Las proteinas virales (VP) constituiran la cépside del OMG
final. Los genes auxiliares solo se utilizan para el correcto empaquetamiento del
OMG.

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
césmido

Elemento de transposicion

N O Y ™

Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector:
Para la obtencion del OMG se han utilizado 3 plasmidos (vectores):

— ElI pTR-hNAGLU que proporciona el casete de expresion completo que
contiene una secuencia de alfa-N-acetilglucosaminidasa humana y las
regiones terminales invertidas (RTIs) del AAV2.

— El plasmido AAV2-9 helper que proporciona los componentes del capside
del OMG; codificando por las 4 proteinas de tipo salvaje rep del AAV2 y las
3 proteinas virales (VP) de AAV de tipo salvaje procedentes del serotipo 9.

— El plasmido pHELP adenovirus helper que contiene las regiones del genoma
del adenovirus necesarias para la replicacion del AAV (E2A, E4AORF6 y
ARN VA).

c) Gama de organismos huéspedes del vector:

No existen huéspedes identificados para ninguno de los tres plasmidos ya que son
productos comerciales que no estan en el medio natural y no tienen capacidad de
infectar. El contenido genético del pTR-hNAGLU es el gen humano para la
expresion de la enzima NAGLU, por lo que el hipotético huésped seria el ser
humano. El plasmido AAV2-9 helper contiene los genes del AAV, por lo que los
huéspedes hipotéticos serian los mismos del AAV de tipo salvaje, es decir primates
humanos y no humanos. Finalmente, el plasmido pHELP contiene
aproximadamente solo un 40% del genoma de adenovirus, y no contiene los
elementos cis criticos para la replicacion tales como las repeticiones terminales del
adenovirus. Este dltimo pldésmido solo se utiliza para la fabricacion (correcto
empaquetamiento) del OMG, y no esta presente en el OMG.
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d) Presencia en el vector de secuencias que den un fenotipo seleccionable o

identificable
Si [X] No []
Resistencia a los antibidticos X

Otras, (especifiquense)

Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta:

En los tres vectores el gen de resistencia a los antibioticos es el Amp de resistencia
a ampicilina, que permiten una amplificacion selectiva de los mismos.

e) Fragmentos constituyentes del vector

Los fragmentos constituyentes de cada vector se presentan en las figuras y tablas del
Anexo |.

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

[]
ii) electroporacion

[]
iii) macroinyeccion

[]
iV) microinyeccion

[]
V) infeccién

[]

vi) otros, (especifiquense) Transfeccion

Los componentes del vector utilizados para preparar el OMG son producidos por
una transfeccion simultanea de ADN en células 293 humanas de tres plasmidos que
contienen la secuencia para la generacion del virus recombinante de AAV: casete de
expresion génica recombinante entre RTIs, genes de la capside y genes auxiliares.
Solo el casete de expresion recombinante se incluird en el OMG final como
secuencia genética. Las proteinas virales (VP) constituiran la capside del OMG
final. Los genes auxiliares solo se utilizan para el correcto empaquetamiento del
OMG.

5. Si las respuestas a C. 3) a)y b) son negativas, ¢,qué método se siguid en el
proceso de modificacion?
i) transformacion []

il) microinyeccion

[]
[]

iii) macroencapsulacion
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iV) macroinyeccion
V) otros, (especifiquense)
6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicion del fragmento de insercion:

Los componentes del wvector utilizados para preparar el OMG,
rAAV9.CMV.NAGLU, son producidos por una transfeccion simultanea de ADN en
células 293 humanas con tres plasmidos que contienen la secuencia para la
generacion del virus recombinante de AAV: casete de expresion genica recombinante
entre RTIs, genes de la capside y genes auxiliares.

Solo el casete de expresion recombinante se incluird en el OMG final como secuencia
genética. Las proteinas virales (VP) constituirdn la capside del OMG final. Los genes
auxiliares solo se utilizan para el correcto empaquetamiento del OMG. Por lo tanto,
aqui se indica una descripcion completa del casete de expresién génica recombinante,
contenido en el plasmido pTR-hNAGLU (secuencia completa en Anexo 1).

El casete de expresion génica recombinante se construye mediante técnicas
moleculares de recombinacion genética en el plasmido pTR-hNAGLU. Contiene un
casete de expresion NAGLU humana flanqueada por secuencias de regiones
terminales invertidas (RTIs) de AAV2. El casete contiene el promotor temprano del
citomegalovirus humano (CMV) para dirigir la expresion de genes, la secuencia de
CADN para la NAGLU humana, el intron SV40 (SD/SA) para promover un alto
rendimiento de la expresion génica, y la sefial de poliadenilacién de hormona de
crecimiento bovina para la terminacion de la transcripcion eficiente. EI esquema del
casete de expresidn se muestra a continuacion:

Splice Poly A

ﬁ

< ITR

ITR P>

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

1. ITRs (regiones terminales invertidas): del serotipo 2 de AAV.

2. CMV promotor temprano: una secuencia de enhancer y promotor temprano del
citomegalovirus humano (hCMV).

3. SV40 Intron: del virus de simio (SV40) 16S/19S molde de empalme
aceptor/donante.

4. Gen NaGLu humano: del hANAGLU humano, CADN.

5. Secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina del gen de la
hormona de crecimiento bovina.
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¢) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el OMG
1. ITR: la region terminal invertida funciona tanto como origen de replicacion del
ADN del virus asi como sefiales de empaquetamiento para capsides/genoma. Las
secuencias RTIs representan el Unico elemento cis necesario del virus original para
empaquetar las particulas de AAV.

2. Promotor temprano CMV: para promover y aumentar la transcripcion constitutiva
y un alto nivel de expresion de alfa-N-acetilglucosaminidasa.

3. SV40 Intron: de SV40 de los sitios aceptor/dador de splicing para promover una
alta expresion génica. Al ser un intrén se transcribe, pero se elimina del ARNm
maduro mediante splicing reuniendo las secuencias localizadas a ambos lados del
intrén. Este componente se ha visto que facilita el transporte del ARNm desde el
nucleo al citoplasma, promoviendo la acumulacién de un nivel constante de ARNm
para su traduccion. Esta es una caracteristica comdn en casetes genéticos disefiados
para incrementar el nivel de expresién génica.

4. Gen NaGlu humano: permite una correcta produccion de o-N-
acetilglucosaminidasa y asi obtener la correccién funcional de la patologia de
almacenamiento lisosomal.

5. Secuencia de poliadenilacién: polyA de la hormona bovina de crecimiento, es una
secuencia en cis que se usa para una eficiente poliadenilacion del transcrito de
ARNmM de NaGlu. Funciona como una sefial para la finalizacion de la transcripcion,
punto especifico de corte en el 3" final del transcrito naciente y adicion de una cola
larga de poliadenilacion.

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

[

- integrado en el cromosoma
- Otros especifiquense):

El inserto descrito es recombinante y reemplaza completamente el genoma del
huésped u organismo parental (AAV9 y 2).

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

Si[] No [X]

En caso afirmativo , especifiquese:

La secuencia completa del inserto se proporciona en el Anexo 1.

Pagina 19 de 39




D. Informacidn 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] Humanos (el inserto es un cADN para alfa-N-
acetilglucosaminidasa (NAGLU))
- insectos
[]
- peces
[]
- otro animal
[ ] (especifique el phylum vy la clase):
Otros ( especifiquense)

2. Nombre completo

i) Orden y taxon superior (animales):--

ii) Familia (plantas): --

iii) Género: Homo

iv) Especie: Sapiens

V) Subespecie: Sapiens

vi) Cepa: --

vii) Cultivar/linea de reproduccion: --

viii) Patovar: --
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ixX) Nombre vulgar: Humano

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

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

En caso afirmativo, especifiquese

(@) ¢para cudl de los organismos siguientes? humanos []
animales L]
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 [ ]

De hecho, el gen que se incluye en el vector es el gen humano “correcto” de
NAGLU, cuyo defecto estd causando la enfermedad en pacientes SanfilippoB.

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:

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?

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 [] |

Teniendo en cuenta como donante el gen NAGLU humano y como organismo
receptor el virus recombinante AAVY9, se puede afirmar que no hay intercambio
natural del material genético entre ellos. El virus adeno-asociado puede infectar a los
humanos, pero dichas infecciones son asintomaticas.
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E. Informacion sobre el organismo modificado genéticamente

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

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

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

Especifiquese

El OMG secretado por los fluidos corporales tendra una supervivencia o estabilidad
comparable con el virus de tipo salvaje. Del organismo modificado genéticamente se
elimina por completo cualquier gen viral, por lo que no presenta ningln potencial de
replicacion (incluso en presencia de virus helper). EI OMG entrara en una célula y
permanecera dentro del nucleo como concatdmeros (lineal o circular) expresando
establemente la proteina NaGlu. EI OMG no puede replicarse, sélo es la proteina la
que puede pasar de una célula a otra debido a un bystander.

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

Si[X No [ ] No se sabe [ ]

Especifiquese:

El OMG final es un virus recombinante AAV, completamente deficiente para la
replicacion debido a la sustitucion completa de los genes virales de un virus adeno-
asociado por el casete de expresion para NAGLU humano. Para mas informacion
véase el punto Ela.

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

SiX No [X] No se sabe [ ]

Especifiquese:

Como el OMG no puede replicar, la diseminacion del organismo se limita a la
administracion de los OMG a los pacientes en el estudio clinico. Los pacientes seran
hospitalizados durante al menos 48 horas después del tratamiento en el Hospital
Universitario de Cruces bajo una estrecha vigilancia para el control de la excrecion
del OMG inicial en los fluidos corporales. Para mas informacion véase el punto Ela.

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

Especifiquese:

El tipo salvaje AAV no es patdgeno. De la misma manera el rAAV9.CMV.NAGLU
no es patogeno, ademas de ser incompetente desde el punto de vista de la
replicacion.
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2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

En concreto, el genoma de este OMG es un ADN recombinante fabricado en
laboratorio a través de un plasmido de ADN. El casete de expresion génica
contenido en el plasmido se analiza varias veces durante el proceso de fabricacion
con diferentes pruebas para evaluar su identidad (Q-PCR, secuenciacion de ADN y
analisis de restriccion).

Teniendo en cuenta que el OMG contiene el genoma del plasmido utilizado para su
produccidn y no puede replicarse, se considera genéticamente estable.

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

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

Punto 11 de la letra A de la seccion Il (d) del anexo IlIA: los virus AAV
recombinantes son capaces de infectar células humanas y de primates no humanos,
pero no son patogénicos, toxicos, virulentos, alergénicos, o vectores de un patégeno.
Entre los huéspedes mas cominmente conocidos se encuentran los seres humanos y
los primates no humanos. No son capaces de replicar ni de activar otros virus
latentes, por lo tanto no son capaces de colonizar otros organismos.

Punto 2 de la letra C de la seccion Il (i) del Anexo I1A: Con respecto a la salud
humana, animal y vegetal, el virus recombinante AAV y sus productos no presentan
efectos toxicos o alergénicos. El virus recombinante AAV no es patogeénico y no
tiene la capacidad de colonizacion, a pesar de que se puede mantener dentro de las
células infectadas en forma episomal.

De hecho, los virus recombinantes adeno-asociados (rAAVS) han sido ampliamente
utilizados para proporcionar genes en modelos animales, y actualmente, se estan
evaluando para la terapia génica humana, después de ensayos clinicos exitosos en el
tratamiento de enfermedades hereditarias, degenerativas o adquiridas, tales como
amaurosis congénita de Leber , enfermedad de Parkinson, insuficiencia cardiaca,
etc. El virus recombinante adeno-asociado que lleva la capside del AAV9, transduce
con eficiencia diferentes tejidos, debido a tropismo diferente. Una de las principales
razones del uso del AAV9 en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas es su
capacidad de atravesar la Barrera hematoencefalica (BHE).

4, Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

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

Existen varias técnicas para detectar el OMG en el medio ambiente, pero la mas
comun es la PCR cuantitativa con primers especificos para las secuencias del
mismo. El correcto disefio del primer asegura la deteccion especifica del OMG. Las
muestras de los fluido y excrecion que se obtendrén en el ensayo clinico (suero,
saliva, heces y orina) se analizaran con esta técnica, o que permitira la deteccion
(con un limite minimo de deteccion de alrededor de 10 copias) y cuantificacion del
perfil de excrecion.

Las particulas de AAV también pueden ser facilmente detectadas usando el método
ELISA. Este es un método indirecto capaz de detectar y cuantificar los anticuerpos
totales desarrollados contra las proteinas de la capside. Las muestras que se
obtendran en el ensayo clinico se analizardn con esta técnica que permitira una
cuantificacion total de los anticuerpos. La deteccidn de anticuerpos mediante ELISA
es una medida requerida como criterio de exclusion en el estudio.

También se han descrito algunos casos en los que se ha utilizado una técnica de
hibridacion in situ (ISH) con sonda AAV marcada con digoxigenina en los tejidos
embebidos en parafina de los casos positivos de AAV. Dicha técnica no se utiliza
para este OMG.

Por ultimo, la identificacion de una secuencia especifica de un OMG puede
realizarse por secuenciacion del ADN.
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b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

Todas las técnicas que se han descrito en el punto (a) para detectar el organismo
modificado genéticamente también son capaces de identificarlo, ya que son

especificos.
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F. Informacion sobre la liberacion

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

El proposito de la liberacion voluntaria del presente OMG es un ensayo clinico de
fase /1l de terapia génica con rAAV9.CMV.NAGLU para Mucopolisacaridosis
(MPS) HIB. Este estudio incluira pacientes pediatricos de 2 afios de edad o mayores,
con el fin de evaluar la seguridad y la respuesta clinica a la terapia con el OMG
propuesto. El objetivo principal de este desarrollo clinico es ser capaz de restaurar la
actividad de la enzima a-N-acetilglucosaminidasa (NaGlu) en el sistema nervioso
central y el periférico para detener la progresion de la enfermedad causada por un
déficit de esta misma enzima.

Se trata de un ensayo clinico internacional realizado en dos paises, Espafia y
Australia, con un total de 18 pacientes que cumplen los criterios de inclusion. El
estudio en Espafia se llevara a cabo en el Hospital Universitario Cruces (Baracaldo),
Espafia con Luis Aldamiz como investigador principal. El estudio en Australia se
llevara a cabo en el Adelaide Women’s & Children’s Hospital con Nick Smith como
investigador principal. Es importante destacar que el desarrollo inicial de este virus
recombinante de terapia genica AAV9.CMV.hNAGLU se llevara a cabo
simultaneamente con otro ensayo clinico de escalada de dosis cuyo promotor es
Nationwide Children’s Hospital (NCH) (NCH) bajo el IND # 1.401-1.2809.

En ambos ensayos el escalado de dosis consistird en el tratamiento primero con una
dosis baja de 2x10"® de genomas de virus recombinante por kilogramo (gv/kg)
seguido por una alta dosis de 5x10* gv/kg. Los pacientes se administraran uno por
uno, de acuerdo con un plan de aumento de dosis con periodos de seguridad. Los
pacientes seran hospitalizados durante al menos 48 horas después de la
administracion del farmaco para una estricta monitorizacion de la seguridad.
Después, el paciente sera seguido por un periodo de 2 afios, durante el cual acudira
al hospital para visitas periodicas. Ademas, por ser una terapia avanzada, los
pacientes deben seguirse hasta 5 afios después del fin de ensayo para fines de
seguridad.

No se espera ningun beneficio para el medio ambiente. Se espera detectar el OMG
en suero, orina, saliva y heces hasta 30 dias tras la administracion. Sin embargo, si
necesario, se monitorizara el contenido de OMG en suero, orina, saliva y heces hasta
90 dias después del tratamiento.

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

| Si[] | No [X]
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En caso afirmativo, especifiquese:

Como se indico anteriormente, en general los huéespedes de los virus adeno-
asociados son los seres humanos y los primates no humanos. Para la presente
liberacion voluntaria, el organismo modificado genéticamente
rAAV9.CMV.NAGLU sera administrado por via intravenosa a un total de 18
pacientes en dos hospitales diferentes: Hospital Universitario del Hospital de
Cruces, Baracaldo, Vizcaya, Esparia y el Adelaide Women’s & Children’s Hospital,
Australia.

El personal del hospital recepcionard, almacenard, manipulard, y destruird el
producto de terapia genica y todas las muestras bioldgicas (que potencialmente
pueden contener el OMG) bajo normas de bioseguridad tipo I (BSL-I). EI Hospital
Universitario de Cruces seguira los procedimientos internos para la gestion de
productos bioldgicos.

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

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

Para Espafia, el pais al que aplica la presente notificacion de liberacién voluntaria, el
OMG sera administrado por via intravenosa a pacientes pediatricos reclutados en el
Hospital Universitario de Cruces. El Hospital se encuentra en la siguiente direccion:
Plaza de Cruces, 12, 48903 Baracaldo, Vizcaya - Espaia.

b) Area del lugar (m°):

El OMG sera recibido por el servicio de farmacia de acuerdo con las instrucciones
del promotor descritas en el Manual de Farmacia. El almacenamiento se realizara en
un congelador de -80°C con un acceso limitado situado en la Unidad de
Investigacion Biocruces. La preparacion final del producto (descongelacion,
dilucién y preparacion de la jeringa) se llevara a cabo en una cabina de bioseguridad
tipo 2 (de flujo vertical para una completa proteccion del medio ambiente y del
personal del hospital). La jeringa preparada para la administracion sera transportada
a la habitacion individual donde estard hospitalizado el paciente en una caja que
evite derrames y etiquetada como "contiene OMG". Todo el material usado para la
manipulacion de OMG seré destruido siguiendo los procedimientos internos para la
gestion de material bioldgico y BS-I.
Los pacientes seran admitidos en el Hospital Universitario de Cruces de uno en uno,
para una unica administracion intravenosa. Los pacientes se quedardn en una
habitacion individual del hospital durante al menos 48 horas después del tratamiento
bajo una estricta monitorizacion y después volveran al hospital para visitas
periddicas (dia 7, dia 14, dia 30, etc).

(i) lugar real de la liberacion (m?): Administracion intravenosa en una

habitacion individual del Hospital de Cruces.

(ii) rea de liberacién mas amplia (m®): No procede.
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c) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depdsitos de agua potable) que pudieran verse afectados:

El Hospital de Cruces se encuentra a unos 40 kilémetros de tres areas protegidas: (1)
Reserva de la Biosfera de Urdaibai; (2) biotipo protegido: San Juan de Gaztelugatxe
e Itxina.

Es importante destacar que el OMG, al igual que el organismo parenteral del que
deriva, no es patogeno.

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

El tipo salvaje asi como el AAV9 recombinante pueden infectar células de
mamifero, pero no células vegetales.

Por otra parte, se espera que haya una liberacion limitada del OMG en las aguas
residuales después de la administracion a los pacientes. Los datos preclinicos
muestran una excrecién positiva, con una muy baja cantidad de OMG, en heces y
orina por un periodo de 35 dias. Ademas, el pH y las condiciones bioldgicas en
orina y heces disminuyen potencialmente la supervivencia del organismo
modificado genéticamente. El agua residual no es un ecosistema donde OMG puede
sobrevivir durante un largo periodo de tiempo. Finalmente, los fluidos de los
pacientes tratados seran neutralizados con lejia al 10 % antes de su eliminacion por
las vias habituales hasta el dia 90 de tratamiento (instrucciones del paciente).
Teniendo en cuenta estas caracteristicas y la incapacidad de replicacion del OMG,
no se espera ninguna interaccion del mismo con la flora, fauna, ganado o especies
migratorias.

4, Método y amplitud de la liberacion

a) Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

El disefio del estudio (internacional, multicéntrico y de escalado de la dosis) se
describe en el punto 1 de la seccién F. Un total de 18 pacientes seran tratados en dos
centros con un reclutamiento competitivo (Espafia y Australia), por lo que no se
puede estimar el nimero de pacientes a tratar en cada hospital de antemano.

Dos pacientes (en total en los dos centros) recibiran una dosis baja de 2x10*® gv/kg
y un total de 16 pacientes recibiran una dosis alta de 5x10™ gv/kg. Se tratara de una
administracion Unica por cada paciente a traves de una inyeccion intravenosa en una
vena periférica de una extremidad.

Es de esperar que el OMG se excrete en cantidades muy pequefias a través de los
fluidos biol6gicos hasta varios dias después de la administracion del OMG. Los
datos preclinicos en animales administrados con una dosis 10 veces mas alta que la
dosis méxima del ensayo clinico mostraron unos perfiles de excrecion de
aproximadamente 300 genomas de OMG en 40 microlitros en orina. El disefio del
ensayo clinico incluye la recoleccion de muestras para la excrecion (suero, saliva,
heces y orina) hasta 90 dias después de la administracion del farmaco. Se espera que
las muestras se negativicen en 30 dias, no obstante las muestras se seguirén
analizando (hasta los 90 dias) en el caso de no obtener dos resultados negativos
consecutivos en una mismo fluido corporal. Todos los resultados de excrecion y
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diseminacion seran reportados al CNB al final del estudio.

b) Duracion de la operacion:

El organismo modificado genéticamente se almacena en congelador a -80°C en la
Unidad de Investigacion Biocruces. Para realizar la administracion a los pacientes,
los viales congelados se descongelaran en una campana de seguridad biologica tipo
2 (de flujo vertical por razones de seguridad) y se preparara la jeringa para la
infusion. Este proceso puede llevar alrededor de 30 a 45 minutos de tiempo.

La jeringa preparada para la administracion serd transportada a la habitacion
individual donde estd hospitalizado el paciente, en una caja que evite derrames y
etiquetada como "contiene OMG". Los pacientes seran admitidos en el Hospital
Universitario de Cruces de uno en uno, mediante una Unica administracion
intravenosa. La infusion durara aproximadamente unos 10-20 minutos. El tubo de
infusion se lavara con solucién salina fisioldgica al final de la infusion.

Todo el material usado para la manipulacion de OMG sera destruido siguiendo los
procedimientos internos para la gestion de material bioldgico y BSL-I.

Los analisis de excrecion en los flujos corporal del paciente tratado con el OMG se
llevaran a cabo hasta 90 dias después de la infusion de OMG.

(c) Métodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG maés all4 del lugar de liberacion:

El OMG sera almacenado en una zona de acceso limitado. Todo el personal
sanitario que participe en este ensayo debera utilizar el nivel 1 de las buenas
practicas de bioseguridad durante el transporte, antes y después de la
administracion, y para la eliminacion de los residuos. Los pacientes seran
hospitalizados durante al menos 48 horas después de la infusién del OMG bajo una
estricta monitorizacion. La posible presencia del OMG en la orina y heces del
paciente se neutralizara con hipoclorito de sodio al 10% antes de su eliminacion
habitual hasta el dia 90 (instrucciones del paciente). En caso de derrame, se
recubrird el material derramado con papel absorbente y se limpiara la zona con un
desinfectante virucida. Como todos los OMG basados en virus adeno-asociados,
rAAV9.CMV.NAGLU es susceptible a la accion de los desinfectantes virucidas
para virus sin envuelta como hipoclorito de sodio al 1-10% (durante por lo menos 20
minutos), soluciones alcalinas a pH> 9, fenol al 5%, el calor (> 80 ° C durante 60
minutos), radiacion UV y pH extremos (<2 y > 12). Todos los desinfectantes
requieren un minimo de 20 minutos de tiempo de contacto para ser eficaces.

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

El organismo modificado genéticamente se almacena en la Unidad de Investigacion
Biocruces a -80°C. EI OMG se utiliza para el tratamiento de los pacientes en una
habitacion independiente del Hospital Universitario Cruces (Espafia) bajo
condiciones ambientales hospitalarias.

No se descarta que las particulas del OMG potencialmente diseminadas puedan estar
en las aguas residuales a temperatura ambiente.
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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

Todas las liberaciones previamente notificadas con AAV9 como organismo parental
no han proporcionado todavia ningin dato sobre los efectos de la misma. En
concreto, rAAV9.CMV.NAGLU en los estudios pre clinicos, llevados a cabo con
una dosis 10 veces mas alta que la dosis maxima que se usara en el ensayo clinico,
se ha demostrado una excrecion positiva, con una muy baja cantidad de OMG, en
heces y orina por un periodo de 35 dias. Al momento de la presente notificacion no
se dispone de datos del perfil de diseminacion de rAAV9.CMV.NAGLU en ensayos
clinicos en humanos, si bien el ensayo clinico con numero de identificacion IND #
1401-1289 en el Nationwide Children’s Hospital (NCH), Columbus, Ohio, Estados
Unidos iniciara en los préximos meses.

De todos modos hay que recordar que el OMG no es patogenico, y no se han
reportado efectos secundarios para el medio ambiente o la salud humana despues de
la liberacion de OMG similares al presente OMG (serotipos 2, 5, 8 y 9 de los virus
adeno-asociados).
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G. Interacciones del OMG con el medio ambiente y repercusiones
potenciales sobre este, si es apreciablemente diferente del organismo
receptor o parental

1. Nombre del organismo objeto de investigacion (si procede)

i) Orden y taxon superior (animales): --

i) Familia (plantas): --

iii) Género: Homo

iv) Especie: Sapiens

V) Subespecies: Sapiens

vi) Cepa: --

vii) Cultivar/Linea de reproduccion: --

viii) Patovar: --

iX) Nombre vulgar: Humano

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

La transferencia de genes para la mucopolisacaridosis 11IB (MPS I1IB) se llevara a
cabo en dos ensayos de fase I/l (EE.UU., Espafia y Australia) durante los proximos
tres afos (seis meses de reclutamiento y dos afios de seguimiento). Los ensayos
propuestos estan disefiados para evaluar la seguridad y la respuesta clinica a la
restauracion de la actividad de la enzima a-N-acetilglucosaminidasa (NaGlu) en el
SNC vy el periférico despuées de la inyeccion intravenosa de rAAV9 que lleva el
transgen humano NAGLU bajo el control del promotor CMV.

En base a los estudios pre-clinicos, el rAAV9 y el promotor CMV permitiran una
expresion eficaz a largo plazo del transgen y la secrecion de NaGlu funcional, con
una elevada posibilidad de lograr beneficios clinicos en el tratamiento neuroldgico,
asi como en los trastornos somaticos en pacientes MPS I11B.

El genoma del OMG no se integra en el genoma del huésped, ya que es un virus
recombinante no integrativo, que se mantiene como concatameros extra-
cromosomales (lineal o circular).
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3. Otras interacciones potencialmente significativas con otros organismos en el
medio ambiente

No previsible. Considerando que el genoma del OMG es estable y que la
diseminacion al agua residual procedera de la excrecion de orina bajo condiciones
de pH extremo, la transferencia horizontal a bacterias u otros microorganimos es
probablemente minima aunque no puede excluirse.

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:
rAAV9.CMV.NAGLU es incompetente para su replicacion por definicion, por lo
que no es capaz de propagarse, y por lo tanto no esta sujeto a presion selectiva.

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

El area en la que el rAAV9.CMV.NAGLU se liberara es el Hospital Universitario
de Cruces (Espaiia), en el que el producto se manejara bajo normas BSL-I y
procedimientos internos adecuados para residuos bioldgicos. Incluso en el caso de
persistencia en las aguas residuales no se prevé que el OMG pueda quedarse
establecido en el sistema, ya que presente una replicacion incompetente.

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

Ninguno.

i) Orden y taxon superior (animales):

i) Familia (plantas):

iii) Género:

iv) Especie:

V) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar

iX) Nombre vulgar:
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7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

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

La transferencia horizontal a bacterias u otros microorganismos es probablemente
minima aunque no puede excluirse.

La transferencia génica horizontal es poco probable y debido a las caracteristicas de
secuencia de rAAV9.CMV.NAGLU no existe la posibilidad de conferir una ventaja
selectiva a las bacterias, ya que no contiene ningun promotor procariota, antibiético
u otros tipos de genes de resistencia que favorezcan o restrinjan su crecimiento. Por
lo tanto, es improbable que rAAV9.CMV.NAGLU pueda interferir con el control de
microorganismos patogénicos o que tuviera un efecto en la dinamica natural de las
poblaciones microbianas o los ciclos biogeoquimicos en cualquier sitio del
medioambiente.

No es de esperar un intercambio genético en vivo a otros organismos del ecosistema.
El OMG se puede liberar al medio ambiente, si bien en cantidades infinitesimales.
Ademas, el virus tiene muy baja probabilidad de ser infectivo debido a las
condiciones fisicoquimicas de los fluidos bioldgicos en los que se libera. Por otro
lado, destacar que ha perdido su capacidad de replicacion.

Es altamente improbable que se produzca una liberacion al medio ambiente que sea
efectiva, debido al numero de particulas liberadas, a la necesidad de entrar en
contacto directo de las mucosas del receptor con los productos de excrecion de
paciente tratado y la restriccion del hospedador del virus que constituye ser el OMG.
En la remota situacion de que se liberaran particula infectivas del OMG, y que
alcance un hospedador (humano o primate no humano), no hay efectos toxicos
descritos derivados ni del virus utilizado en el OMG, ni de la actividad bioldgica de
la enzima NAGLU en la especies huéspedes del OMG.

b) De otros organismos al OMG:

No esperado

c) Consecuencias probables de la transferencia de genes:

Ninguna (el OMG no aporta ninguna ventaja ni desventaja)

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.)

Todas las liberaciones previamente notificadas con AAV9 como organismo parental
no han proporcionado todavia ningin dato sobre los efectos de la misma. En
concreto, rAAV9.CMV.NAGLU en los estudios pre clinicos, llevados a cabo con
una dosis 10 veces mas alta que la dosis maxima que se usara en el ensayo clinico,
ha demostrado una excrecion positiva, con una muy baja cantidad de OMG, en
heces y orina por un periodo de 35 dias.
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No se dispone de referencias sobre el comportamiento de rAAV9.CMV.NAGLU en
ambientes naturales. Se espera que el OMG se degrade tras la administracion a los
seres humanos por la accion de las proteinas enddgenas y las vias catabdlicas de
ADN. Ademaés se considera que el vector de ADN excretado no es estable en las
aguas residuales.

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

No aplica.
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H. Informacion sobre el seguimiento

1. Métodos de seguimiento de los OMG

La potencial liberacion de OMG al medio ambiente serd analizada en muestras de
suero y fluidos bioldgicos obtenidos de todos los pacientes tratados de acuerdo al
protocolo del ensayo clinico. Suero, saliva, orina y heces se recogeran en el dia 0, 1,
2, 7, 14, 30, 60 y 90 después de la administracion del OMG. Las muestras se
analizaran para la deteccion y cuantificacion de OMG mediante qPCR especifica.
También se obtendrdn muestras para monitorizar la respuesta humoral y celular a
través de ELISA y PBLs que también serdn unos indicadores indirectos de los
efectos del OMG por medio de anticuerpos y respuesta T.

2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema
No aplica.
3. Métodos de deteccidn de la transferencia del material genético donado del

OMG a otros organismos

No aplica.

4, Tamario del area de seguimiento (m2)

En Espafa, el tratamiento se preparara en una cabina de bioseguridad tipo 2 (de
flujo laminar) en la Unidad de Investigacion Biocruces. El tratamiento del paciente,
a través de una unica administracion intravenosa, se realizard en una habitacion
individual en el Hospital de Cruces para cada paciente.

5. Duracion del seguimiento

En base a los datos de pre-clinica, la excrecion del OMG se estudiara hasta 90 dias
después de la administracion.

6. Frecuencia del seguimiento

La monitorizacion de la liberacion del OMG se realizard en suero y fluidos
bioldgicos (saliva, orina y heces) de todos los pacientes tratados en base al siguiente
esquema: preseleccion (un mes antes del tratamiento), dia O o dia de tratamiento (4 y
8 horas después del tratamiento), dia 1, dia 2, dia 7, dia 14, dia 30, dia 60 y dia 90
después del tratamiento.
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. Informacion sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos

1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

En términos generales, la descontaminacién o tratamiento del sitio tras la liberacion
se realizara siguiendo los procedimientos internos para el manejo de agentes
biolégicos y BSL-I.

En caso de derrame, el area se cubrird con papel absorbente y se usara un
desinfectante virucida apropiado. Como todos los OMG basados en virus
recombinantes  adeno-asociados, rAAV9.CMV.NAGLU es susceptible a
desinfectantes virucidas con actividad para virus sin envuelta como una solucion del
1-10% de hipoclorito sodico (durante al menos 20 minutos), soluciones alcalinas a
pH>9, fenol al 5%, calor (>80°C durante 60 minutos), radiacion UV y pHs extremos
(<2 y >12). La desinfeccion efectiva requiere un minimo de 20 minutos de contacto
con el OMG.

La destruccion de todo el material usado para la manipulacién del OMG se realizara
siguiendo los procedimientos internos para el manejo de agentes bioldgicos y BSL-I.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacion

En lineas generales, todo equipo utilizado durante el procedimiento sera eliminado
de acuerdo al procedimiento de eliminacién de residuos bioldgicos peligrosos o bien
descontaminado con agentes virucidas segun lo establecido en el plan local de
manejo de residuos bioldgicos peligrosos.

3(@) Tipoy cantidad de residuos producidos

Los viales vacios y viales de rAAV9.CMV.NAGLU usados asi como los
componentes del sistema de infusion (tubo guia, canula, estilete, aguja de inyeccion
y jeringa), gasas y equipamiento protector personal, y todos los componentes usados
para la toma de muestras de fluidos corporales tras la administracion.

El volumen final de deshechos no puede estimarse debido a la naturaleza del
reclutamiento competitivo del estudio, pero el volumen final no sera alto
considerando que el nimero de pacientes es limitado debido a la naturaleza de
enfermedad rara y a que es un estudio de disefio fase I/11.

En cualquier caso, todos los residuos tendran una eliminacion controlada.

3(b) Tratamiento de residuos

Tras la administracion del OMG, los viales vacios asi como los componentes del
sistema de infusion (tubo guia, canula, estilete, aguja de inyeccion y jeringa), seran
eliminados de acuerdo a las normas BSL-1 y los procedimientos internos de la
institucion adecuados para el manejo de residuos biologicos. Ademas los
instrumentos quirdrgicos desechables u otros materiales utilizados durante el
procedimiento de administracion o recogida de los fluidos corporales se eliminaran
de acuerdo con el estandar de seguridad de la biotecnologia de la institucion.

Todo el equipamiento quirurgico no desechable se limpiard usando un desinfectante
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quimico con actividad virucida probada (ej., solucion de hipoclorito al 1%) y luego
se esterilizara mediante autoclave siguiendo la practica habitual de la institucion.
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J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

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

En caso de dispersion imprevista, (por ejemplo derrame), el area afectada se cubrira
con material absorbente y después se descontaminara con desinfectante apropiado,
como se ha descrito previamente.

En caso de dafio, el sitio dafiado se desinfectard apropiadamente de acuerdo a las
buenas practicas de bioseguridad y procedimientos internos.

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

De acuerdo a las normas BSL-I el personal sanitario involucrado en el ensayo
Ilevara vestimenta protectora.

En caso de derrame, el area se cubrird con papel absorbente y se usara un
desinfectante quimico apropiado para limpiar la zona, como una solucion al 1% de
hipoclorito sodico. El desinfectante requiere un minimo de 20 minutos de contacto
con el OMG antes de ser retirado.

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

No aplica. EI OMG no es capaz de transducir células vegetales.

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

Se realizara un seguimiento de seguridad de los pacientes de 5 afios de duracién tras
la finalizacion del estudio, segun el protocolo del ensayo clinico. Los efectos
adversos seran registrados y evaluados por los investigadores del ensayo clinico y se
notificaran a las autoridades sanitarias cuando sean relevantes. Todas las &reas e
instalaciones que se usen para administrar el producto seran limpiadas y
descontaminadas utilizando desinfectantes virucidas como los descritos en este
SNIF.

No se consideran planes especificos para el medio ambiente. Debido a las acciones
preventivas tales como hospitalizacion de los pacientes durante al menos 48 horas
después del tratamiento, control de la diseminacion a través la desinfeccion de las
aéreas posiblemente contaminadas, y la neutralizacién de los fluidos de los
pacientes, se espera una liberacion del OMG muy residual. Ademas, al ser el OMG
utilizado no replicativo tampoco se espera su diseminacion. Si se observaran efectos
de la relevancia sobre el medio ambiente, la utilizacion del OMG se paralizaria hasta
que se aplicaran las medidas adecuadas que eliminen el posible riesgo.
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