DIRECCION GENERAL DE CALIDAD Y EVALUACION
MINISTERIO AMBIENTAL Y MEDIO NATURAL

P DE AGRICULTURA'Y PESCA,
[ ALI MENTAClON Subdirecciéon General de Calidad del Aire y Medio Ambiente

= Industrial
Y MEDIO AMBIENTE

Secretaria de la Comisién Nacional de Bioseguridad

EVALUACION DE RIESGO DE LA LIBERACION AL MEDIO AMBIENTE
DE LISTERIA MONOCYTOGENES MODIFICADA GENETICAMENTE
(Notificacion B/ES/17/20)

Titulo del ensayo

Estudio de fase 1b/2, abierto y aleatorizado, de eficacia y seguridad de JNJ-64041757 (JNJ-757), una
inmunoterapia con bacterias vivas atenuados de Listeria monocytogenes (Lm), en combinacion con
nivolumab, frente a nivolumab en monoterapia, en sujetos con adenocarcinoma de pulmon avanzado,
de la empresa Janssen-Cilag International (NV).

Caracteristicas del ensayo

El producto, JNJ-64041757, es una inmunoterapia basada en una cepa atenuada con doble delecion de
Listeria monocytogenes (LADD live-attenuated, double-deleted) para el tratamiento del
adenocarcinoma de pulman.

En el ensayo clinico participaran el Hospital Universitari Quiron Dexeus de Barcelona, Hospital Son
Llatzer de Palma de Mallorca, Complejo Hospitalario Regional de Malaga, Complejo Hospitalario de
Jaén y Hospital General Universitario de Elche.

La fase 1b sera una fase de pre inclusion de seguridad, en la que participara un minimo de 6 sujetos,
para evaluar toxicidad y demostrar la tolerabilidad cuando se administra en combinacion con
nivolumab antes de iniciar la fase 2 aleatorizada. Todos los sujetos de la fase 1b recibiran nivolumab,
administrado durante un periodo aproximado de 60 minutos cada 2 semanas, en ciclos de 28 dias. Una
vez finalizada la infusion de nivolumab el dia 1 de cada ciclo de 28 dias, se administrara JNJ-757 a
una dosis de 1x10° CFU por via intravenosa durante aproximadamente 60 minutos.

En la fase 2 participardn un méaximo de 140 sujetos que seran asignados aleatoriamente (1:1) para
recibir tratamiento con JNJ-757, el dia 1 de cada ciclo de 28 dias a una dosis de 1x10° CFU por via
intravenosa durante aproximadamente 60 minutos, mas nivolumab (grupo A) o nivolumab en
monoterapia (grupo B).

Después de la altima infusion del OMG, se administrara un tratamiento profilactico con antibioticos
durante 7 dias para eliminar cualquier JNJ-757 residual en los pacientes.

Se ha previsto realizar controles en la situacion basal, a las 18-24 horas (dia 1), el dia 4, el dia 7 y al
cabo de 28 dias después de la ultima infusion del OMG. Se recogeran muestras para realizar
hemocultivos de control tal como sigue: en las primeras 4 visitas de la fase de tratamiento; el dia 1 de
todos los ciclos posteriores que comprendan una evaluacion de la enfermedad, o bien si esta
medicamente indicado; en la visita del final del tratamiento (antes de administrar el tratamiento
antibidtico profilactico); y a los 3, 6, 9 y 12 meses después de la Gltima dosis.

Caracteristicas del OMG

JNJ-64041757 es una cepa de L. monocytogenes que deriva de la cepa 10403S, que es una variante
resistente a la estreptomicina de la cepa natural 10403, en la que se han delecionado los genes

Plaza de San Juan de la Cruz s/n
28071 MADRID
TEL.: 91 597 5650



implicados en la virulencia, actA e inIB, y se ha insertado la casete de expresion EGFRvIII-mesotelina
en el locus del tRNAAT,

La internalina InlA/InIB, la listeriolisina O (LLO), la fosfolipasa A/B y la proteina ActA estan
asociadas a la invasion de las células del huésped, la multiplicacion y la diseminacion de la infeccion
y se consideran los principales factores de virulencia de Lm. El gen inIB codifica el determinante de
virulencia InIB, una proteina que facilita la invasion de varios tipos de células no fagocitadas, en
particular los hepatocitos. EI gen actA codifica el principal determinante de virulencia de Lm, la
proteina ActA, que permite la polimerizacion de la actina y, con ello, estimula la movilidad
intracelular de la bacteria y su diseminacion de una célula a otra.

Modificacion genética

La eliminacidn de los genes de virulencia actA e inIB se efectu6 mediante recombinacion homéloga.
La delacion de cada gen requirio 3 fases: 1) produccion del plasmido de recombinacién para la
delacion, 2) integracion del plasmido en el cromosoma del huésped y 3) escision de la secuencia del
vector plasmido y el alelo silvestre.

La casete de expresion EGFRvIII-hMeso se insertd en el locus del tRNA”Y de la cepa de Lm
portadora de las dos deleciones, AactA e AinlB. La casete de expresion estd formada por el promotor
de actA, un dominio (N)-terminal amino modificado de la proteina ActA que incluye la secuencia de
sefiales (ActAN100*), fusionado con 5 copias en tandem de la region de union de 21 aminoécidos de
la variante Il de fusion del EGFR humano (EGFRvIII) y de aminoacido 35 al 622 de la proteina
mesotelina humana (hMeso). La secuencia del ADN de la proteina de fusidén se optimiz6 para su
expresion en bacterias. La integracion se realiz6 mediante recombinacion homdloga y posterior
eliminacion del plasmido integrado mediante la expresion de la recombinasas cre que reconoce los
dos sitios loxP situados en el plasmido a cada lado de la casete de expresion.

La mesotelina, una glicoproteina de la superficie celular ligada a glicosilfosfatidilinositol, es una
diana terapéutica en el desarrollo de farmacos contra el cancer de pulmon. La mesotelina tiene una
expresion limitada en la superficie de los tejidos normales, incluidas las células mesoteliales que
recubren la pleura, el peritoneo y el pericardio, pero se sobre-expresa en varios tumores humanos,
incluido en el 50% al 70% de los adenocarcinomas de pulmon.

Tras la infeccién y el procesamiento intracelular, JNJ-757 provoca una respuesta inmunitaria
proinflamatoria que da lugar al reclutamiento y activacion de células efectoras naturales y adaptativas
que inducen, finalmente, una inmunidad sistémica por linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos frente a
la mesotelina. En pacientes con adenocarcinoma de pulmén, la combinacion de JNJ-757 con
nivolumab, un inhibidor del punto de control inmunitario del receptor de muerte programada-1 (PD-1,
programmed death), ofrece la posibilidad de mejorar la eficacia con respecto a la monoterapia con
nivolumab, que estd aprobado para el tratamiento del cancer de pulmén no microcitico (NSCLC, non
small cell lung cancer).
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Identificacion de riesgos potenciales

Riesgo de transferencia genética

El OMG no contiene plasmidos ni transposones, que podrian permitir la transferencia de material
genético a otras especies de Listeria 0 a otras especies bacterianas permisivas presentes en los sujetos
del ensayo clinico.

La secuencia génica que codifica la mesotelina y EGFRVIII se encuentra integrada en el cromosoma
bacteriano. Las pruebas de estabilidad de las deleciones génicas y de los cambios de nucle6tidos de la
casete de expresion de la mesotelina indican que ambos son estables durante >270 generaciones (0
duplicaciones) en cultivo.

Patogenicidad
JNJ-64041757 es una cepa avirulenta.

Hasta la fecha no se han notificado casos de listeriosis en sujetos que han participado en otros ensayos
con JNJ-64041757.

Capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminacion

Si el INJ-64041757 se libera accidentalmente al medio ambiente, puede persistir en el habitat natural
de Lm; sin embargo, permaneceria en forma atenuada y no constituiria ningun riesgo para el ser
humano ni para los animales expuestos al producto.

Después de la ultima infusion del OMG, se administrara un tratamiento profilactico con antibiéticos
durante 7 dias para eliminar cualquier JNJ-64041757 residual en los pacientes. No se ha observado
excrecion bacteriana en los ensayos clinicos con ninguna cepa LADD, incluida la JNJ-64041757. Sin
embargo, como precaucion, se obtendrén cultivos de control durante el tratamiento y la fase de
seguimiento para confirmar el aclaramiento de JNJ-64041757 tras la administracion repetida y hasta
un afio después de la profilaxis antibiotica.

Efecto sobre la salud humana, otros organismos no diana y el medio ambiente

No es de esperar que los sujetos que reciban OMG transmitan la infeccion a otros; no obstante, se
recomendara a los sujetos que reciban el tratamiento que eviten este riesgo potencial siguiendo unas
buenas normas de higiene (p. €j., lavarse las manos) como con cualquier agente potencialmente
infeccioso, asi como que cumplan los requisitos del protocolo en cuanto al uso de un método
anticonceptivo de barrera durante las relaciones sexuales y que tomen precauciones en presencia de
personas inmunodeprimidas o recién nacidos, para reducir al maximo las posibilidades de intercambio
de fluidos durante un periodo de 7 dias tras la administracion. Las instrucciones para los pacientes se
recogen en el documento “Hoja de informacién al paciente y documento de consentimiento
informado”

La modificacién genética de JNJ-64041757 no afecta a las propiedades de susceptibilidad de Lm. Por
lo tanto, la flora/fauna salvaje que pueda ser afectada por JNJ-757 es similar a la que resulta afectada
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por Lm de tipo silvestre. Sin embargo, se prevé que la introduccion de la proteina de fusion mesotelina
en JNJ-64041757 dé lugar a una desventaja selectiva respecto Lm silvestre.

Manipulacién, control y tratamiento de residuos

Manipulacion

Se dardn instrucciones a cada centro que participe en el ensayo clinico para que siga los
procedimientos institucionales del nivel de bioseguridad 1 (informacién recogido en el Safety data
sheet), lo que incluye un lavado concienzudo de las manos después de manipular el medicamento y el
uso de guantes protectores, proteccion ocular y facial. Las instrucciones para la preparacion de la
dosis se recogen en el documento “Investigational Product Preparation Instructions”. En este se
indica que la preparacion de la dosis se realizara en campana de flujo.

Después de finalizar cada infusién, el punto de inyeccion deberd desinfectarse con métodos como
limpiar meticulosamente con etanol o agua con detergente y usar un apdésito cerrado en el punto de
inyeccion (deberia incluirse en el documento Investigational Product Preparation Instruction).

Transporte

El transporte de JNJ-64041757 a los centros del ensayo clinico se realiza en viales criogénicos
sellados, en hielo seco, en un contenedor aislado certificado. Los recipientes para el envio estan
aislados para evitar que la rotura o descongelacion de los viales. Cada kit contiene un vial sellado de
JNJ-757 para un solo uso, etiquetado con la informacion del producto (contenido y cantidad de
sustancia), las condiciones de conservacion e informacion de los fabricantes, dentro de un envase
externo. Adicionalmente, la etiqueta incluye el siguiente texto: “Este producto contiene organismos
modificados genéticamente”. La caja externa estard precintada con cinta adhesiva con testigo de
apertura. En cuanto llegan a la farmacia del centro donde se realiza el ensayo, los kits entregados
deben inspeccionarse y documentarse en un registro para la contabilidad del medicamento. En el
centro, los kits deben almacenarse en los viales originales, en un congelador de seguridad con acceso
limitado hasta el momento en que se utilicen.

Gestidn residuos

Los centros de investigacion desecharan los viales usados de JNJ-64041757 y cualquier otro material
desechable que haya estado en contacto con JNJ-64041757 (p. €j., viales, jeringas, bolsas de infusion)
como residuos biomédicos, de acuerdo con las directrices del centro. En la Safety Data Sheet se
recoge que se debera descontaminar los residuos antes de eliminarlos mediante esterilizacion,
desinfeccion quimica y/o incineracion.

Las cantidades de JNJ-64041757 no utilizadas no deberan verterse a los desagues ni en inodoros. El
medicamento en estudio no utilizado se devolvera al promotor o se desechara de acuerdo con las
normas del centro (esterilizacion con vapor, desinfeccion quimica y/o incineracion).
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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 remitird un informe de resultados de los mismos al Consejo
Interministerial de OMG (CIOMG) y a la Comision Nacional de Bioseguridad. En este informe se
deberd incluir informacion sobre las posibles incidencias, si las hubiera. La remision de esta
informacidn sera condicion indispensable para la concesion de futuras autorizaciones de ensayos con
organismos modificados genéticamente.

Madrid a 5 de marzo de 2018
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