MODELO DE RESUMEN DE LA NOTIFICACION DE LA LIBERACION DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE DISTINTOS DE LAS
PLANTAS SUPERIORES DE ACUERDO CON EL ARTICULO 11 DE LA
DIRECTIVA 2001/18/CE

A. Informacion de caracter general:
1. Detalles de la notificacion

a) Estado miembro de la notificacion: Espafia

b) Nudmero de la notificacion: B/ES/22/19

c) Fecha del acuse de recibo de la notificacién: 9-Jun-2022

d) Titulo del proyecto: Estudio abierto, de dos partes, de administracion génica
sistémica, para evaluar la seguridad y la expresion de RO7494222 (SRP 9001)
en sujetos menores de cuatro afios con distrofia muscular de Duchenne

a) Periodo propuesto para la liberacion: Inicio (Espafia): Oct-2022;
Fin (Espafia): Dic-2032

2. Notificador

Nombre de la institucién o empresa: F. Hoffmann-La Roche Ltd

3. Definicién del OMG

a) Indiquese si el OMG es:
Viroide
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos
- insectos

- peces

N I *C O B O

- otro animal especifique el phylum y la clase
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Otro, especifiquese (reino, phylum y clase)

b) Identidad del OMG (género y especie)

Género: Dependoparvovirus
Especie: Virus adenoasociado (VAA), serotipo rh74 (vector virico
incapaz de replicarse que contiene ADNc hMicro-Dys humano)

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

Se espera que la estabilidad genética de RO7494222 (SRP-9001) sea equivalente a
la del VAA sin mutaciones (VAAsm). También se sabe que el ADN del VAA sin
mutaciones, asi como el de los vectores basados en VAA, persiste en celulas
transducidas como concatémeros episémicos circulares (extracromosoémicos) en
tejidos humanos (Chen, 2005, Penaud-Budloo, 2018 y Schnepp, 2005). Sin
embargo, debido a la falta de genes Rep y Cap viricos, se espera que RO7494222
(SRP-9001) permanezca en las células como episomas y que no se replicara y
producird particulas viricas. El casete de expresion se transcribird y traducira por
las enzimas de la célula huésped, lo que ocasionara la expresion de
microdistrofina. La estabilidad de RO7494222 (SRP-9001) se considera
comparable a la del VAAsm.

Existe la posibilidad de una recombinacién gendmica homoéloga espontanea en la
naturaleza entre los genomas viricos de las cepas de VAA si el organismo huésped
resulta infectado simultdneamente por dos cepas diferentes de VAA y un virus
auxiliar.

4. Tiene previsto el mismo notificador la liberacion de ese mismo OMG en algln
otro lugar de la Comunidad (de acuerdo con el apartado 1 del articulo 6)?

Si [ No [ ]
En caso afirmativo, indique el codigo del pais:
BE
DE
FR
IT

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

Si[] No [X]

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

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

En caso afirmativo:
- Estado miembro de la notificacion: Estados Unidos; Reino Unido
- Ndmero de la notificacién: IND 017763; CTA 43810/0008/001-0001

7.

Resumen del impacto ambiental potencial de la liberacion de los OMG

RO7494222 (SRP-9001) es un vector VAA incapaz de replicarse que contiene el
gen de micro-distrofina para el tratamiento de pacientes con distrofia muscular de
Duchenne. No se prevé que RO7494222 (SRP-9001) ejerza un impacto
medioambiental, ni en la poblacidn de pacientes, por las distintas razones que se
listan a continuacion.

Patologia

Los virus adeno-asociados (VAA) son virus de ADN monocatenario que no se ha
observado gue provoquen patologias en el ser humano.

Productividad de sustancias nocivas

El virus recombinante expresa la proteina micro-distrofina y no produce
sustancias nocivas. No se han insertado en el OMG genes para oncogenes,
toxinas o genes potencialmente nocivos.

Propiedad de transmision del acido nucleico horizontalmente

El VAA recombinante utilizado para la administracion del transgén RO7494222
(SRP-9001) ha mostrado liberar un muy pequefio porcentaje del nimero total de
genomas virales inyectados en la poblacion de pacientes en una matriz de fluidos
(sangre completa, suero, orina, saliva), y se considera que su capacidad de
transmitir el acido nucleico horizontalmente es sustancialmente menor que la del
VAA de tipo natural, que es la especie taxondmica a la que pertenece el
organismo alterado. Ademas, no se prevén exposiciones a organismo no diana o
exposiciones medioambientales.

Como resultado, no cabria esperar que RO7494222 (SRP-9001) conlleve la
transmision horizontal del acido nucleico.

Incompetencia para la replicacion y mutagénesis por insercion

La tecnologia de VAA recombinante es diferente de la del VAA sin mutaciones
(sm). Los vectores recombinantes de VAA (VAAr) no contienen secuencias
codificantes viricas y no expresan la proteina Rep, que desempefia un papel
fundamental, no solo para la replicacion del ADN, sino también para la
integracion en el sitio especifico y los efectos inhibidores del crecimiento celular.
Los productos recombinantes para genoterapia humana se utilizan para
suministrar (y, en ultima instancia, expresar) un «transgén» terapéutico en celulas
somaticas con el fin de tratar enfermedades genéticas hereditarias. Las células
somaticas contribuyen a los diversos tejidos del organismo, pero no a la estirpe
germinal. Los efectos de los cambios realizados en las células somaticas se
limitan a la persona tratada y no los heredarian las generaciones futuras.
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La tumorigenicidad debida a mutagénesis por insercion es una inquietud tedrica
para cualquier vector de genoterapia. Por lo general se supone que las secuencias
de las RTI (repeticiones terminales invertidas) viricas pueden tener una estructura
con posibilidad de recombinacidn incluso en ausencia de proteina Rep. Aunque la
integracion de secuencias del vector en el genoma celular parece ocurrir en el
raton preferentemente en regiones de transcripcion activa, no se ha observado
formacion tumoral después del tratamiento mediado por VAAr en primates no
humanos, perros, ratas o ningun paciente en los ensayos clinicos hasta la fecha,
incluso después de un seguimiento a largo plazo (Colella, 2018).

Inmunogenicidad

El producto transgénico y la capside del virus son las Gnicas fuentes de antigeno
exdgeno que se cree que tienen la posibilidad de inducir una respuesta
inmunitaria. Ademas, la inmunidad preexistente al VAA en una gran proporcion
de la poblacion humana podria complicar el uso de vectores de VAAr derivados
de serotipos aislados de muestras humanas. Se van a vigilar los pacientes en
cuanto a respuestas inmunitarias y se trataran profilacticamente con
corticosteroides desde las primeras semanas a unos meses después de la
transferencia génica.

B.

1.

Informaciéon sobre el organismo receptor o sobre los organismos
parentales de los que se deriva el OMG

Identificacidn del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es :

Viroide []
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal

- mamiferos

- insectos

N I O R B >R I

- peces

- otro animal

[

(especifique el phylum y la clase)

Otros, (especifiquense):
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2. Nombre

i) Orden y taxon superior (animales): Familia Parvoviridae

i) Género: Dependovirus

iii) Especie: Virus adenoasociado

iv) Subespecie: NA

v) Cepa: NA

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.): Serotipo rh74

vii)Nombre vulgar: VAA rh74

3. Distribucion geogréafica del organismo

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

Si X Nol[ ] No se sabe [ ]
b) Autdctono de otros paises de la Comunidad o establecido en ellos:
i) Si X
En caso afirmativo, indiquese el tipo de ecosistema en que se encuentra:
Atlantico X
Mediterraneo X
Boreal X
Alpino X
Continental X
Macaronésico X
i) No []
iii) No se sabe []

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

Si[] No[X]
d) ¢Es frecuente su tenencia en el pais que notifica?
si[] No[X]

4. Habitat natural del organismo
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a) Sies un microorganismo:
Agua []
Suelo, en libertad []
Suelo, en simobiosis radiculares de plantas []
En simbiosis con sistemas foliares o caulinares []
de plantas

En simbiosis con animales []

Otros, (especifiquense): EI VAA rh74 se ha aislado de primates no humanos
(Macaca mulatta), aunque pueden ser huéspedes otros animales o los seres
humanos .

b) Siesun animal, habitat natural o ecosistema agricola habitual: No procede

5. a) Técnicas de deteccion

| Pruebas serolégicas

5. b) Técnicas de identificacion

Anticuerpos especificos por serotipo y secuenciacion de 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[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese: EI VAA sin mutaciones no esta clasificado en los
grupos de riesgo 2, 3 0 4 en la Union Europea (UE) de conformidad con la Directiva
2000/54/CE sobre la proteccion de los trabajadores contra los riesgos relacionados
con la exposicion a agentes biolégicos durante el trabajo (Anexo I11). Se designa de
forma mas adecuada como un agente bioldgico del grupo de riesgo 1, definido en la
UE como «un agente bioldgico que resulte poco probable que cause enfermedad en
el hombre».

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

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

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 111 A de la Directiva 2001/18/CE. NA

8. Informacion sobre reproduccion

a) Tiempo de generacidn en ecosistemas naturales:

La replicacion del VAA rh74 recombinante en una célula huésped infectada depende
de la coinfeccién por un virus auxiliar, como un adenovirus. El tiempo de
generacion del VAA sin mutaciones en un ecosistema natural sera
significativamente muy alto, en funcién del momento de la coinfeccion.

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

rAAV no es competente para la replicacion sin la coinfeccion con un virus
auxiliar, como un adenovirus; por tanto, el tiempo de generacion es variable,
dependiendo de la presencia o la ausencia de un virus auxiliar.

c) Modo de reproduccién: NA
) P Sexual [] Asexual []

d) Factores que afectan a la reproduccion:

La presencia de un virus auxiliar, como un adenovirus o un virus herpes simplex,
estimula la expresion génica del AAV, la replicacion de su genoma y la produccion
de particulas virales. En ausencia de un virus auxiliar, el AAV de tipo natural es
incompetente para la replicacion. Téngase en cuenta que el OMG final, RO7494222
(SRP-9001), es incompetente para la replicacion incluso en presencia de un virus
auxiliar, debido a la eliminacién de los genes rep y cap virales

9. Capacidad de supervivencia

a) Capacidad de formar estructuras que favorezcan la supervivencia o el letargo
i) endosporas L]
i) quistes []
iii)  esclerocios L]
Iv) esporas asexuales(hongos) []
V) esporas sexuales (hongos) []
vi)  huevos []
vii)  pupas []
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viii)  larvas L]

iX) otras (especifiquense)
El AAV no forma estructuras de supervivencia

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

Las particulas de VAA son estables fuera de los organismos huésped durante varias
semanas en condiciones ambientales normales en un amplio intervalo de pH y
temperatura. Debido a la alta estabilidad de la capside, el VAA puede seguir siendo
infeccioso por lo menos durante un mes a temperatura ambiente (Tenenbaum,
2003). Para garantizar la seguridad se deben emplear procedimientos adecuados de
descontaminacién, como lejia al 10 %, detergentes ionicos o soluciones alcalinas
(pH >9,5) (Howard, 2017).

10.a) Vias de diseminacion

Los vectores sin mutaciones se transmiten posiblemente por ingestion, inhalacion de
aerosoles o goticulas, contacto con mucosas, liquidos corporales y materia fecal.

10. b) Factores que afectan a la diseminacion

Para la infeccion se necesita una coinfeccion con un virus auxiliar.

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

Ninguna

C. Informacién sobre la modificacidn genética
1. Tipo de modificacion genética:

i) Insercion de material genético
ii) Eliminacion de material genético

iii) Sustitucion de una base

00X KX

iv) Fusion celular

v) Otro (especifiquese)

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

Después de la administracion de RO7494222 (SRP-9001), el vector se transloca al
nicleo y se convierte en ADN bicatenario y existe independientemente del
cromosoma. La persistencia de la expresion génica es muy alta en las células no
mitoticas. El objetivo del tratamiento con RO7494222 (SRP-9001) es aumentar el
nivel de expresion de la proteina microdistrofina en el muasculo esquelético y
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cardiaco para aumentar su resistencia y protegerlo de lesiones inducidas por la
contraccion. En los estudios clinicos realizados para evaluar la seguridad y la
eficacia de RO7494222 (SRP-9001), este parece mostrar un perfil de seguridad
favorable y ser generalmente bien tolerado.

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

SiX No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

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

Si [ No [ ]

En caso negativo, pase a la pregunta 5

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

a) Tipo de vector
plasmido
bacteriéfago
virus

cosmido

OO 4ddX

Elemento de transposicion

Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector:
El plasmido contiene el genoma viral (AAV.Micro-dys)

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

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

identificable
Si[X No []
Resistencia a los antibi6ticos X

Otras, (especifiquense)
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Indique qué gen de resistencia a los antibioticos se inserta:

Los genes de resistencia a los antibioticos solo estan presentes en el plasmido. El
vector virico RO7494222 (SRP-9001) no contiene ningun gen de resistencia a
los antibioticos

e) Fragmentos constituyentes del vector

El vector RO7494222 (SRP-9001) se produce por un proceso denominado «triple
transfeccion», que utiliza 3 construcciones diferentes de ADN plasmidico.

1. Plasmido vector de VAA; gen de interés: pAAV.MHCK?7.Micro-Dystrophin;
plasmido vector que codifica una proteina microdistrofina humana de 138 kDa y
elementos reguladores flanqueados por repeticiones terminales invertidas (RTI)
derivadas de VAA2.

2. Plasmido auxiliar de VAA; pNLREP2-Caprh74; plasmido de encapsidacion
que contiene el gen rep del VAA para codificar proteinas no estructurales y el gen
cap para codificar proteinas estructurales.

3. Plasmido auxiliar de Ad; pHELP; plasmido auxiliar de adenovirus que
codifica los ARN de los genes de tipo 2 E2A, E4 y VA necesarios para la replicacion
de VAA en células HEK 293.

f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor
i) transformacion []
ii) electroporacion
iii) macroinyeccion

iv) microinyeccion

OO0

v) infeccién

vi) otros, (especifiquense) Transfeccion

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

i) transformacion []
i) microinyeccion

iii) macroencapsulacion

O 0O O

Iv) macroinyeccion

V) otros, (especifiquense)

Informacion sobre el fragmento de insercion:
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a) Composicion del fragmento de insercion:

El genoma del vector VAA recombinante encapsulado contiene un promotor
MHCKY7, el transgén de la microdistrofina y una sefial poliadenilacion
flanqueados por respuestas terminales invertidas del VAA

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

Promotor MHCKY7: Mus musculus, modificado y sintetizado quimicamente

Transgén de microdistrofina: Homo sapiens, codon humano optimizado y
sintetizado quimicamente

Sefial de poliadenilacion: PolyA de sintesis.

c) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el
OMG

Promotor MHCKTY: Dirige la expresion génica especifica esquelética y cardiaca
Transgén de microdistrofina: Codifica las partes del gen de la distrofina que son
criticas para la funcién muscular

Sefial de poliadenilacion (PolyA): Especifica la terminacidn transcripcional y es
también de importancia para la estabilidad del ARNm y su exportacion nuclear.
Repeticiones terminales invertidas del VAA (RTIs): Funciones como el origen de la
replicacion del ADN del vector y la sefial de encapsulacion del genoma del VAAr,
cuando las funciones del adenovirus auxiliar se proporcionan en trans

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

- Otros especifiquense):

Se presenta la estructura del transgén (hMicro-Dys) que incluye las RTI. El
vector se localiza en forma de concatémeros episOmicos coOmo Ccuerpos
extracromosomicos

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

Si[] No [X]

En caso afirmativo , especifiquese:

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

1. Indiquese si es:

Viroide []
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Virus ARN
Virus ADN
Bacteria

Hongo

00O 4dodn

Animal
- mamiferos X
- insectos L]
- peces []

- otro animal [ ] (especifique el phylum y la clase):

Otros ( especifiquense)

2. Nombre completo

i) Orden y taxon superior (animales): NA

i)  Familia (plantas): NA

iii)  Geénero: Homo

iv)  Especie: Sapiens

V)  Subespecie: NA

vi) Cepa: NA

vii) Cultivar/linea de reproduccion: NA

viii) Patovar: NA

ixX) Nombre vulgar: Ser 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

a) ¢para cual de los organismos siguientes? humanos []
animales []
plantas ]
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otros []

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

Si[] No [X No se sabe [ ]

En caso afirmativo, proporcione la informacién pertinente de conformidad con la
letra d) del punto 11 de la letra A de la seccion Il del Anexo Il 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 exposicidn 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? No procede

Si[] No [ ] No se sabe [ ]

E. Informacién sobre el organismo modificado genéticamente

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

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

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

Especifiquese

Dado que la particula de la capside de RO749222 (SRP-9001) es similar a la
del VAA rh74 sin mutaciones, las caracteristicas de supervivencia ex vivo son
idénticas tanto para el serotipo recombinante como para el natural

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:

Debido a la eliminacion de los genes rep y cap, RO749222 (SRP-9001) es
incapaz de replicarse, incluso en presencia de un virus auxiliar VAA sin
mutaciones
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c) ¢Se diferencia en algo el OMG del receptor en lo que respecta a la diseminacion?

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

Especifiquese:

Las proteinas de la capside virica tienen la misma diseminacion/tropismo que el
virus VAA rh74 progenitor. Sin embargo, dado que RO749222 (SRP-9001) es
incapaz de replicarse, la diseminacion se limita a la administracion de
RO749222 (SRP-9001) al paciente

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

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

Especifiquese:

Ni el VAA rh74 sin mutaciones ni RO749222 (SRP-9001) son patdgenos para
los seres humanos y los animales en el medio ambiente. Dado que RO749222
(SRP-9001) es incapaz de replicarse, no puede iniciar un ciclo infeccioso, ni
siquiera en presencia de funciones auxiliares

2. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

La estabilidad de RO749222 (SRP-9001) se confirma caracterizando su identidad,
pureza y calidad. La administracion de RO749222 (SRP-9001) a sujetos con
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) infecta las células diana formando
multiples genomas de RO749222 (SRP-9001) que se ensamblan para formar
concatémeros de ADN bicatenario mas grandes. Sin embargo, no se forman nuevas
particulas viricas en los sujetos. Estos concatémeros persisten en la célula como
estructuras episomicas estables y tienen actividad transcripcional. Sobre la base de
la estabilidad genética conocida del VAA sin mutaciones y la ausencia de un
mecanismo intrinseco para la variacion genética o la inestabilidad, se espera que los
rasgos genéticos de RO749222 (SRP-9001) sean estables.

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

Si[] No [X No se sabe [ ]

En caso afirmativo:

a) ¢Para cudl 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 seccion 11y en el inciso i) del punto 2 de la letra C de la seccion 11
del anexo 111 A

Letra d) del punto 11 de la letra A de la seccion Il del anexo Il A. Los VAA
recombinantes genomanipulados para ensayos clinicos de genoterapia no se
incorporan al genoma, sino que forman concatémeros episomicos en el nucleo
de la célula huésped (Kimura, et al., 2019). Los datos preclinicos también
indican que los vectores de VAA persisten predominantemente como elementos
extracromosémicos (episomas) en lugar de integrarse en los genomas de las
células huésped (McCarty, et al., 2004). Sobre la base de los datos clinicos y
preclinicos disponibles, se concluye que RO749222 (SRP-9001) no se integra en
el genoma de la célula huésped. Sin embargo, aun no se han estudiado las
consecuencias a largo plazo de la administracién de vectores viricos de VAA a
los seres humanos. Dado que el producto RO749222 (SRP-9001) utiliza VAA
rh74 con todo el ADN sin mutaciones eliminado, excepto las repeticiones
terminales invertidas, se considera que el riesgo potencial de incorporacion de
RO749222 (SRP-9001)val ADN cromosomico del paciente es muy reducido.

El vector recombinante RO749222 (SRP-9001) que contiene el gen DMD podria
interactuar con otros virus con los que los pacientes entren en contacto y
provocar viremia. Este improbable supuesto se ha estudiado en cultivos celulares
(Favre et al., 2001). Sin embargo, los experimentos de rescate in vivo no han
demostrado rescate y replicacion, excepto en un caso en el que se administraron
dosis muy altas de VAAsm y adenovirus en un entorno concreto (Afione et al.,
1996). Por lo tanto, el riesgo de infecciébn como consecuencia de la interaccion
del VAA rh74 con otros virus parece ser minimo en el contexto de este ensayo
clinico multinacional de fase 3, como consecuencia de la exclusion de la
presencia a gran escala de elementos interferentes adicionales, como pueden ser
VAA de tipo natural y adenovirus.

Inciso i) del punto 2 de la letra C de la seccion Il: En general, se observa
excrecion de virus en un periodo corto después de la administracion de
RO749222 (SRP-9001) no replicativo, con una exposicion muy limitada al
medio ambiente. Por lo tanto, no se espera la exposicion de plantas o animales.
RO749222 (SRP-9001) no es patdgeno y la proteina de la distrofina humana no
ha demostrado tener efectos toxicos. No se han comunicado efectos secundarios
para el medio ambiente ni para la salud humana después de la liberacion de
OMG similares (virus adenoasociados de los serotipos 2 'y 9).

En el andlisis de la excrecién virica de RO749222 (SRP-9001) se hallaron los
niveles maximos el dia 2, tanto en animales con C57BL/6J como en animales
con DMDMP* en ambos niveles de dosis. Los niveles de RO749222 (SRP-9001)
descendieron progresivamente segln transcurria el tiempo desde la
administracion. El vector se elimina del organismo principalmente por la orina'y
las heces, encontrandose en plasma por debajo del limite de cuantificacion el
dia 44 después de la infusion. En este momento no se conocen los riesgos
asociados al vector excretado; sin embargo, son poco probables, ya que el vector
no es infeccioso y no se puede replicar. No obstante, se deben dar instrucciones
a los familiares y a los cuidadores de los pacientes sobre el uso de guantes
protectores si entran en contacto directo con liquidos corporales y/o desechos de
los pacientes, asi como en cuanto a una buena higiene de manos durante unas
semanas despues de la inyeccipginfdangs, se prohibe a los pacientes donar
sangre durante los dos afios siguientes a la inyeccion del vector. Véanse también
los resultados del estudio de excrecion y biodistribucion de virus descritos en la
seccion A de Informacion General, en respuesta a la pregunta 7 anterior.




4. Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG:

El vector recombinante de microdistrofina (SRP-9001) se evalla mediante un
ensayo de RCPc/ddPCR utilizando cebadores y una sonda especifica para el
promotor MHCKY.

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

El vector recombinante de microdistrofina (SRP-9001) se evalla mediante un
ensayo de RCPc/ddPCR utilizando cebadores y una sonda especifica para el
promotor MHCK?Y.

F. Informacién sobre la liberacion

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

Para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. No se espera ningun
beneficio potencial.

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

Si [ No [ ]

En caso afirmativo, especifiquese:

RO749222 (SRP-9001) se administra por via intravenosa a pacientes con distrofia
muscular de Duchenne.

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

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

La idoneidad del paciente se determinara basandose en el analisis genético del gen
DMD. Se identificaran centros de tratamiento especializados para
administrar RO749222 (SRP-9001) a sujetos pediatricos

El ensayo se llevard a cabo en el siguiente centro: Hospital Sant Joan de Deu de
Barcelona

b) Area del lugar (m?): No procede
i) lugar real de la liberacion (m?):

i) area de liberacion mas amplia (m?):

c) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depositos de agua potable) que pudieran verse afectados:
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No procede, dado que el material excretado, si lo hay, no es infeccioso

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

Ninguno

4. Método y amplitud de la liberacion

a. Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

RO749222 (SRP-9001) se administrard a los pacientes con una dosis Unica de
1,33 x 10* gv/kg para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. Se
reclutardn unos 21 pacientes en distintos paises para los estudios clinicos
fundamentales. La cantidad que se liberard al medio ambiente por excrecién seran
una proporcion muy pequefia del nimero total de genomas viricos. RO749222
(SRP-9001) se puede detectar mediante RCPc/ddPCR en las muestras excretadas
desde el dia 1 posterior a la inyeccion.

b. Duracion de la operacion:

Los viales se deberdn descongelar antes de su administracion, lo que llevara
aproximadamente de 90 minutos a 2 horas, segin el Pharmacy Manual. RO749222
(SRP-9001) se administrard a lo largo de aproximadamente 1-2 horas en una vena
periférica de una extremidad, segun los procedimientos que se describen en las
Administration Instructions (o en el Dose Administration Manual).

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

Los profesionales sanitarios y el personal del centro recibiran capacitacion sobre las
mejores practicas de bioseguridad acerca de los VAA que se deberan aplicar durante
la preparacion de RO749222 (SRP-9001) en la farmacia, que comprenden su
transporte a la sala de administracién, las precauciones durante la administracion y
la eliminacion de los desechos bioldgicos en contacto con el producto y el
medicamento sobrante.

La capacitacion también incluird el uso de ropa protectora adaptada, guantes y gafas
protectoras, la presencia constante de un kit para vertidos y la descontaminacion de
los desechos antes de su eliminacion.

El equipo de proteccion individual (EPI) utilizado para el procedimiento incluye:
— Guantes (valoren la posibilidad de usar guantes dobles)
— Gafas de seguridad
— Bata de aislamiento desechable

— También se debe utilizar el EPI adecuado para los antebrazos,
como manguitos o asegurar los guantes sobre los manguitos de
la bata de laboratorio.

— No debera trabajar con el VAA personal con heridas o
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rasgufios cutaneos.

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

RO749222 (SRP-9001) se administrara a los pacientes con una dosis Unica de
1,33 x 10'* gv/kg para el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. Se
reclutard a unos 21 pacientes de distintos paises para los estudios clinicos
fundamentales.

Los viales de RO749222 (SRP-9001) se enviaran congelados y se conservaran a <-
60 °C. Los viales de RO749222 (SRP-9001) SOLAMENTE se retiraran de su
conservacion a <-60 °C cuando se esté dispuesto para utilizarlos. Se descongelaran
en la farmacia del hospital, con ambiente controlado, antes de su administracion.
Una vez que se haya aspirado a la jeringa el volumen de la dosis debera
administrarse antes de transcurridas 12 horas a 2-8°C (36-46°F). A lo largo de este
periodo de conservacion de 12 horas, la solucion de la dosis puede mantenerse
temporalmente a 9-25°C (47-77°F) un maximo de 4 horas.

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

La administracion de RO749222 (SRP-9001) aumenta la expresién de la distrofina
in vivo y podria mejorar la funcion muscular del sujeto y, lo que es mas importante,
preservar el diafragma y el mudsculo cardiaco. Estas mejoras aumentarian la calidad
de vida del paciente y, segun los estudios de fase 1 y fase 2 en EE. UU., podrian
prolongar su supervivencia.

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 diana (si procede)

i) Orden y taxon superior (animales): Primate

i) Familia (plantas): NA

iii)  Género: Homo

iv)  Especie: Sapiens

V) Subespecies: NA

vi)  Cepa: NA

vii)  Cultivar/Linea de reproduccion: NA

viii) Patovar: NA
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iX)  Nombre vulgar: Ser humano

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

La distrofia muscular de Duchenne afecta a todos los musculos esqueléticos del
organismo, ademas de al diafragma y al corazon. Como tal, es necesario un abordaje
sistémico para ofrecer la mejor perspectiva posible de beneficio directo para los
pacientes. Utilizar el serotipo VAAr rh74 permite una transduccion eficaz del
musculo cardiaco, esquelético y diafragmatico.

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

Ninguna

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:

Dado que RO749222 (SRP-9001) es incapaz de replicarse, no se espera un aumento
de la competitividad ni de la invasividad.

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

Teodricamente, RO749222 (SRP-9001) no puede infectar a otras células de
mamiferos en el ecosistema porque es incapaz de replicarse.

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 liberacién del OMG. No procede

i) Ordeny taxon superior (animales):

i) Familia (plantas):

iii) Geénero:

iv) Especie:

V)  Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:
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viii) Patovar

iX) Nombre vulgar:

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

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

No existe ningin efecto ni peligro para la biodiversidad por la transmision
horizontal por difusién del material genético. Incluso si se produjera una
transferencia horizontal de genes, las secuencias no conferirian una ventaja selectiva
a otros organismos, como las bacterias, ya que RO749222 (SRP-9001) no contiene
ningdn promotor procariotico, genes de resistencia ni de otro tipo, que pudieran
potenciar su crecimiento. Por lo tanto, es poco probable que RO749222 (SRP-9001)
influya en la dindmica natural de las poblaciones microbianas o en los ciclos
biogeoguimicos en ningun sitio concreto del medio ambiente.

b) De otros organismos al OMG:

Insignificante. Dado que RO749222 (SRP-9001) contiene las secuencias de RTI,
existe una posibilidad muy baja de recombinacion homéloga del vector con VAA
sin mutaciones en caso de coinfeccion en personas expuestas. El resultado de dicha
recombinacion seria que RO749222 (SRP-9001) obtendria los genes funcionales del
VAA necesarios para la replicacion y la encapsidacion. Por lo tanto, la
recombinacion ocasionaria la formacion de virus que serian idénticos a la cepa
recombinante, que es incapaz de multiplicarse.

C) Consecuencias probables de la transferencia de genes:
Expresion de la proteina microdistrofina humana (hMicro-Dys).

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

No hay referencias bibliogréaficas disponibles.

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

No se dispone de interacciones ambientales con procesos biogeoquimicos.
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H. Informacién sobre el sequimiento

1. Meétodos de seguimiento de los OMG
RCPc/ddPCR
2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema
Ninguno.
3. Métodos de_ deteccion de la transferencia del material genético donado del OMG a
otros organismos
La transferencia de material genético de RO749222 (SRP-9001) a otros organismos
es insignificante. Se puede utilizar RCPc/ddPCR para detectar el material genético.
4. Tamafo del area de seguimiento (m2)
No procede.
5. Duracion del seguimiento
No procede.
6. Frecuencia del seguimiento
No procede.
l. Informacién sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos
1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

Tras la administracién de RO749222 (SRP-9001) a los pacientes, la sala de
intervencion se desinfectara segn el manual de la farmacia y las normas habituales
de la institucion. Todos los materiales utilizados para la preparacion que entren en
contacto con RO749222 (SRP-9001) se sellardn en contenedores principales y
secundarios estancos, que se introducirdn después en bolsas de riesgo bioldgico
rojas para su incineracion.

2

. Tratamiento del OMG tras la liberacion

Todos los viales, tanto utilizados como no utilizados, se sellaran en contenedores
estancos y se conservaran hasta que el monitor practique la contabilidad del farmaco
y el promotor autorice su destruccidn, ya sea en el centro o su devolucion al
deposito para su destruccion. Si los procedimientos normalizados de trabajo (PNT)
locales no permitieran el mantenimiento del producto en investigacion para su
contabilidad, el Centro debera guardar una copia de los PNT en el manual de
farmacia y documentar la destruccion del farmaco del estudio después de la
infusion.
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Tras la administracion del producto, los componentes del sistema de administracion
que hayan estado en contacto (filtros en linea, agujas y jeringas de inyeccion), gasas
y equipo protector personal se desinfectaran o incineraran de acuerdo con las
normas de tratamiento de residuos medicos del usuario final.

3. a) Tipoy cantidad de residuos producidos

Tras la administracion de RO749222 (SRP-9001) se generan los siguientes residuos:
viales vacios, viales usados, equipo de administracién (con filtro en linea, capuchon
para tapar la jeringa, agujas y jeringas de inyeccion), gasas y guantes.

3. (b) Tratamiento de residuos

Se aconsejara a los familiares de los pacientes que sigan las instrucciones para el
manejo adecuado de las heces de los pacientes, lleven guantes y observen una buena
higiene de manos cuando entren en contacto directo con los desechos corporales del
paciente durante un minimo de un mes después del tratamiento con RO749222
(SRP-9001). Los pafales se deben precintar en bolsas dobles y se pueden desechar
en la basura doméstica.

J. Informacidn sobre planes de actuacion en caso de emergencia

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

En caso de vertido accidental de RO749222 (SRP-9001) durante la preparacion de la
dosis y su administracion al paciente por parte del profesional sanitario, se seguiran
las instrucciones facilitadas por el manual de la farmacia del Promotor para contener
y desinfectar inmediatamente el vertido, para evitar mas diseminacién. Todos los
materiales contaminados se eliminaran localmente mediante incineracion o se
esterilizardn en autoclave. Todos los demas lugares o superficies se limpiaran de
acuerdo con los procedimientos normales de descontaminacién, segun la orientacion
de los NIH/CDC para el manejo de agentes con un nivel de bioseguridad 1 y el
Manual de la Farmacia.

. Evacuen el area, retiren el EPI contaminado y dejen que los agentes reposen
durante un minimo de 30 minutos. Inicien el procedimiento de respuesta a vertidos.

. Cubran el vertido con material absorbente, empezando por los bordes y
siguiendo hacia el centro.

o Viertan con cuidado desinfectante (solucion de lejia, seguida de toallitas con
alcohol) sobre el vertido absorbido, empezando de nuevo por los bordes. Saturen el
area con desinfectante.

o Dejen suficiente tiempo de contacto para desactivar el material del vertido.
Los vertidos no viscosos requieren 15-20 minutos; los vertidos viscosos requieren
30 minutos.

o Utilicen toallas de papel para limpiar el vertido, actuando desde el borde
hasta el centro. Utilicen tenazas o pinzas para recoger plasticos o vidrio rotos, u
otros objetos punzantes que puedan perforar los guantes.
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o Desechen el material absorbente en bolsas de residuos bioldgicos.

o Limpien el area del vertido con toallas de papel limpias empapadas en
desinfectante. Humedezcan a fondo el area del vertido, dejen que se desinfecte
durante 15-20 minutos mas y limpien con toallas.

o Desechen todos los materiales de limpieza (empapados con desinfectante) en
una bolsa/contenedor de productos quimicos, y cualquier EPI contaminado, en una
bolsa de riesgo bioldgico. Cierren y aseguren las bolsas.

o Coloquen la bolsa en una segunda bolsa de peligro bioldgico, asegurenla y
deséchenla segun las directrices de la institucion para residuos bioldgicos
peligrosos.

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

Todos los materiales utilizados en la limpieza se desechardn como residuos clinicos
de riesgo bioldgico y se incineraran.

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 procede.

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

Se debe obtener la autorizacion del Comité de Etica de la Investigacion con
medicamentos (CEIm)/Comité Independiente de Etica (CIE) y de la administracion
sanitaria local de acuerdo con la legislacion y la normativa locales.
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