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Titulo del ensayo

Ensayo de fase Ib/Il que evalGa la combinacion de TG4001 y avelumab en pacientes con tumores
malignos recurrentes 0 metastasicos positivos para VPH-16 y cohorte de expansion a carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello (CCECC).

Caracteristicas del ensayo

En el ensayo participaran el Hospital Universitario 12 de Octubre, el Hospital Universitario Virgen de
la Victoria, el Institut Catala d'Oncologia, el Hospital Clinico Universitario San Carlos, el Hospital
Universitario Virgen de las Nieves y el Hospital General Universitari Valencia.

Los pacientes recibirdn inyecciones subcutdneas semanalmente durante 6 semanas, a continuacion una
vez cada 2 semanas hasta el mes 6 (desde el comienzo del tratamiento del estudio), y a partir de
entonces, una vez cada 3 meses. En total, los pacientes seran tratados con el OMG durante un maximo
de 2 afios o0 hasta progresion confirmada de la enfermedad o toxicidad inaceptable, o interrupcion
prematura por cualquier motivo, lo que ocurra primero. En cada inyeccion el paciente recibira 5x107
UFP. Dado que se pretende incluir a 12 pacientes en esta fase del estudio, la cantidad total de OMG
liberada sera de un maximo de 1,44x10%° UFC.

Los pacientes también recibirdn cada 2 semanas avelumab, un anticuerpo que bloquea el receptor-1 de
muerte programada humano (PD-1),

Organismo Modificado Genéticamente

El OMG, MVATG8042 o TG4001, es un virus vaccinia recombinante que contiene las secuencias
codificantes de los antigenos E6 y E7 del virus del papiloma humano tipo 16 (VPH16) mutadas
(delE6 y delE7), y la interleucina 2 humana (IL2).

El MVA modificado es una subcepa del virus de vaccinia, atenuada tras 570 pases en fibroblastos
primarios de embrion de pollo (CEF) originandose seis deleciones que dan como resultado la pérdida
de 30 kb, alrededor del 16% de su informacién genética. MVVA presenta una severa restriccion de
células huésped pudiendo crecer en células de ave y en células de rifion de hamster recién nacido
(BHK) pero no puede propagarse en células humanas ni en la mayoria de células de mamiferos. El
OMG, al igual que MVA, es no replicativo (la replicacion se interrumpe en una fase tardia del ciclo
de vida del virus, tras la replicacion del ADN que incluye la secuencia codificante de los transgenes;
la morfogenesis del virion se interrumpe), no propagativo (no es capaz de generar particulas
infecciosas) y no integrativo (localizacion citoplasmatica).

- El gen de E6 de VPH16 codifica la proteina E6 que es capaz de unirse a la proteina p53, una
proteina supresora de tumores. El E6 insertado se modificé eliminando la region relacionada con
la unidén a p53.

- El gen de E7 de VPH16 codifica la proteina E7 de VPH16 que se une a varias proteinas celulares
que estan implicadas en la regulacion del crecimiento celular. EI E7 insertado en MVA se
modificd para eliminar esta union.
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Para llevar a cabo la modificacion genética se utilizé un plasmido de transferencia que contiene las
secuencias de ADN que codifican los antigenos mutados E6 y E7 de VPH16 y la secuencia que
codifica la IL2 junto con los promotores que dirigen su expresion en células infectadas. Estas
secuencias g@énicas estan flanqueadas por regiones genomicas de MVA que permiten la
recombinacion homologa entre el plasmido de transferencia y el genoma del virus.

La obtencion del OMG se realiza mediante cotransfeccion de fibroblastos primarios de embrién de
pollo (CEF) con el plasmido de transferencia y un subclén del virus vaccinia Ankara modificado y
posterior seleccion de los recombinantes.

Identificacion de riesgos potenciales

Estabilidad fenotipica y genotipica

Se realizaron pruebas de estabilidad genética a lo largo de los pases de amplificacion, desde el indculo
primario hasta 3 pases mas alla del nimero de pase de los lotes de sustancia activa procedentes del
indculo primario y usados para estudios clinicos. Més tarde, se afiadidé un inoculo de trabajo que se
usa para producir los lotes. El analisis del OMG (analisis de secuencia y expresion de los transgenes)
concluyé que conserva las caracteristicas esperadas 3 pases mas all& de los pases extendidos.

Patogenicidad

Es probable que el OMG tenga el mismo rango de huéspedes y un perfil de seguridad similar a MVA.
Dado que no se eliminan secuencias de MVA y no resultan destruidas funciones virales esenciales en
el sitio de insercién, es probable que el fenotipo viral se conserve en el OMG.

El MVA asi como otros miembros de la familia Poxviridae son Unicos entre los virus de ADN en
cuanto a que se replican en el citoplasma de la célula. No existen referencias bibliogréficas sobre la
integracion del virus de vaccinia o MVA en el genoma de la célula del huésped ni sobre
acontecimientos adversos asociados a la integracion.

El MVA no se replica en las células humanas normales, no es virulento en animales normales ni
inmunodeprimidos, y se ha usado con éxito como cepa vacunal sin efectos adversos significativos.

Toxicidad

El perfil de toxicidad (toxicidad general y tolerancia local) se investigd en ratones, ratas y conejos
después de administraciones Unicas y/o repetidas. Excepto los efectos irritantes de leves a moderados
(eritema y/o edema) en el sitio de la inyeccion y el aumento del peso del bazo correlacionado con la
hiperplasia linfoide (efecto potencial de farmacologia exagerada), demostré un buen perfil de
seguridad hasta la dosis maxima posible, cercana a la dosis humana.

En estudios clinicos fue bien tolerado hasta la dosis Ginica maxima de 5x107 UFC. Un total de 322
sujetos han recibido al menos una dosis de TG4001. Las reacciones en el sitio de la inyeccion, que
incluyen eritema, dolor o reaccién no especificada de otro modo, fueron los acontecimientos adversos
relacionados notificados con mayor frecuencia.

Capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminacion

El MVA no es capaz de generar particulas infecciosas. Numerosos estudios han documentado que el
MVA se propaga mal en lineas celulares humanas y no se propaga en fibroblastos humanos primarios
0 en células mononucleares primarias de sangre periferica (PBMC), células dendriticas y monocitos.
También se ha demostrado en macréfagos primarios que el virus Vaccinia de tipo silvestre se bloguea
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en varias fases tardias de la infeccion viral, incluyendo la replicacion del ADN viral y la produccion
de viriones de progenie infecciosa.

La posible diseminacion del OMG entre los trabajadores del sector sanitario y los familiares de los
pacientes es un riesgo potencial para éstos. Sin embargo, no se han notificado infecciones adquiridas
en el laboratorio por exposicion a cepas de MVA, virus recombinantes derivados de estas cepas o
durante los estudios clinicos realizados hasta ahora con TG4001 o con otros productos similares
basados en MVA.

La biodistribucion de TG4001 evaluada después de inyecciones intramuscular repetidas en rata no
mostrd diseminacion significativa del vector fuera del sitio de inyeccion. Por lo tanto, la diseminacion
desde el sitio de administracion a otros drganos es poco probable. En estudios en seres humanos con
TG4001 y otros OMG basados en MVA, permanecieron localizados en el sitio de la inyeccion y no se
observo diseminacidn a otros 6rganos o eliminacién a través de la orina o sangre de los pacientes. La
diseminacion viral se evalud en pacientes a los que se administro de 5x10° UFC a 5x10’ UFC por via
intramuscular y subcutanea. Se analizd muestras de sangre y orina de 18 pacientes mediante PCR y
todas fueron negativas.

Los virus encapsulados en lipidos, como TG4001, son sensibles al tratamiento fisico como la
esterilizacion con vapor (esterilizacién en autoclave) y al tratamiento quimico con desinfectantes de
uso hospitalario que contienen lejia, aldehidos, alcoholes, peroxido de hidrogeno, fenoles y
compuestos de amonio cuaternario.

Riesgo de transferencia genética

El virus Vaccinia de tipo silvestre no se encuentra de forma natural en el medio ambiente y, en
consecuencia, no pueden ocurrir acontecimientos de recombinacion con el OMG.

El rescate del defecto del rango de huéspedes en el MVA podria generar un virus que comenzase a
propagarse en las células humanas primarias y se diseminase desde el sitio de inyeccion. Sin embargo,
esto parece poco probable por varias razones. En primer lugar, actualmente no existen virus de viruela
de tipo silvestre endémicos en la poblacién humana que pudiesen participar en un acontecimiento de
rescate, no se conoce ningun poxvirus humano capaz de complementar la capacidad de propagacion.
En segundo lugar, se ha demostrado que el fenotipo de rango de huéspedes de MVA es el resultado de
mutaciones genéticas multiples, lo cual hace poco probable la reversion espontanea ya que requeriria
multiples acontecimientos de recombinacion para el rescate del fenotipo. Ademas, se espera que la
reversion de MVA a un fenotipo competente en replicacion sea muy poco probable debido a que la
restriccion y atenuacion de la replicacion del MVA se basa en la falta o funcionalidad parcial de
multiples productos génicos.

El ciclo de vida del MVA tiene lugar exclusivamente en el citoplasma, por lo que la probabilidad de
transmision vertical es extraordinariamente baja. Se investigaron los posibles efectos sobre la
gestacion, el parto y la lactancia temprana en ratones gestantes (C57BL/6) y los efectos sobre la
supervivencia de las crias no observandose toxicidad materna o efectos adversos sobre el desarrollo
embriofetal y pre y postnatal de las crias. También se realizaron estudios de biodistribucién con
TG4001 que demostraron la ausencia de ADN de MVA en las gonadas.

Manipulacion, control vy tratamiento de residuos

Los centros clinicos donde se realizara el estudio se evaluardn exhaustivamente, antes del inicio del
estudio, para garantizar que las instalaciones sean suficientes para almacenar y administrar el OMG en
investigacion, asi como contar con las instalaciones adecuadas para la recogida y el almacenamiento
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de muestras humanas. Adicionalmente, todo el personal del centro clinico implicado en la
manipulacion o la administracion del OMG en investigacion sera entrenado de acuerdo con el
protocolo del estudio, y toda la documentacién de apoyo, incluidos los manuales especificos de
laboratorio y del material del ensayo clinico del estudio.

El producto en investigacion debe prepararse en condiciones que cumplan las normas para las
preparaciones inyectables, en cabinas de bioseguridad de clase Il. Se proporcionard al personal
implicado en la manipulacion del producto informacion técnica relacionada con las medidas de
precaucion a tener en cuenta, el uso de proteccion individual (batas, guantes, mascarilla), la medidas a
adoptar en caso de derrame o de contacto con la piel, ojos, en caso de ingestién o inhalacién, la
gestion de los residuos, los métodos de limpieza y desinfeccidn de las superficies con desinfectantes
eficaces. Ademéas se proporciona al personal un documento para la preparacién del producto en
investigacion y su administracion.

El transporte tanto de los viales como del producto en jeringas con la dosis a inyectar se realizara en
una bolsa de transporte de plastico sellada u otros recipientes a prueba de fugas sellados e
identificados con un simbolo de peligro biolégico.

En cuanto al tratamiento de residuos que se recoge en la ficha técnica, el material desechable como
viales, material de preparacion y administracion, como jeringas y otro material usado (batas de
laboratorio, guantes, mascaras, compresas, apositos, etc.), deben eliminarse de acuerdo con los
requisitos especificos para los residuos infecciosos (por ejemplo, esterilizacién en autoclave o
tratamiento con solucion de hipoclorito de sodio antes de la incineracion). En cada centro, los residuos
del medicamento en investigacion se recogeran en contenedores especiales para residuos infecciosos
(Grupo o categoria IIT) marcados con una etiqueta que indica “Contenedor para residuos biologicos
infecciosos, Contiene OMG” y seran destruidos por entidades acreditadas para este fin. ElI material
reutilizable contaminado, como batas de laboratorio, gafas de proteccion, mascarillas, camisas de
hospital, ropa de cama, sabanas, toallas, etc. debera lavarse y tratarse de conformidad con el
procedimiento hospitalario vigente relativo al tratamiento de materiales infecciosos (p. ej.: lavado con
agua caliente a 71 °C y detergente, y secado con aire caliente).

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

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

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

Madrid a 15 de marzo de 2019
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