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.
1. Detalles de la notificacion

Informacién de caracter general:

a) Estado miembro de la notificacion: Espafa (ES)
b) Numero de la notificacion: B/ES/23/11
c) Fecha del acuse de recibo de 10 de mayo de 2023
notificacion:
d) Titulo del proyecto: Ensayo clinico en fase Il que investiga

la  inmunoterapia  oncolitica en
combinacion con atezolizumab vy
bevacizumab para el tratamiento de
pacientes con carcinoma colorrectal
avanzado sin alteracion de la via
reparadora y con estabilidad de
microsatélites

e) Periodo propuesto para la liberacion:

De junio de 2023 a marzo de 2027

2.

Notificador

Nombre de la institucion o empresa: Promotor

Replimune Inc.
500 Unicorn Park, 3rd Floor
Woburn, MA EE.UU 01801

3.

Definicion del OMG

a)

Indiquese si el OMG es:

Virus ARN

Virus ADN

- mamiferos

O 000X OO
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- insectos []

- peces []

- otro animal [] especifique el phylum y la clase

Otro, especifiquese (reino, phylumy clase)

b)

Identidad del OMG (género y especie)
Grupo: ADN de doble hebra; Género: virus simplex

Especie: RP2 y RP3 son virus recombinantes de la cepa RH018 del virus del herpes
simplex de tipo silvestre (VHS-1) con delecién de los genes ICP34.5 (ambas copias)
e ICP47.

RP2: hGM-CSF y GALV-GP-R y ahCTLA-4 son insertados en lugar de los genes
eliminados ICP34.5.

RP3: ahCTLA-4 y GALV-GP-R- son insertados en lugar de los genes eliminados
ICP34.5. También se introdujeron transgenes adicionales que codifican los ligandos
CD40y 4-1BB humanos (hCD40L y h4-1BBL) en la region UL 50/51 para mejorar
la inmunidad antitumoral y la formacion de memoria inmunoldgica.

RP2 y RP3 utilizan el vector viral VHS-1 con modificaciones de transgenes que les
permiten replicarse selectivamente en el tejido tumoral humano y con deleciones bien
caracterizadas (es decir, delecién de ICP34.5) que hacen que los virus no sean
patogénicos.

Tras evaluar las caracteristicas de RP2 y RP3 y su potencial para provocar efectos
adversos a personas o el medioambiente, asi como las medidas de gestion del riesgo
bioldgico que se aplican para reducir ain mas cualquier posible exposicion, se puede
concluir que el riesgo general que RP2 y RP3 constituyen para las personas y el
medioambiente es de Bajo a Insignificante.

Teniendo en cuenta el perfil de seguridad enormemente mejorado de RP2 y RP3 en
comparacion con el VHS-1 de tipo silvestre, la evaluacion realizada por Replimune
para RP2 y RP3 clasifica a estos OMG en el Grupo de Riesgo 1, ya que la delecién
de ICP34.5 implica que RP2 y RP3 no son patogenicos y su replicacion se realiza
selectivamente en el tumor. De acuerdo con la Directiva 2000/54/CE de la UE, un
agente biologico del Grupo de Riesgo 1 se define como «agente bioldgico del grupo
1 implica un agente con baja probabilidad de provocar enfermedad en humanos».
Replimune cree que es apropiado clasificar a RP2 y RP3 en el Grupo de Riesgo 1, ya
que hay poca probabilidad de que provoguen enfermedad en humanos.
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Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccién Il del
anexo 1 A:

No se prevé que las modificaciones realizadas en el genoma del VHS-1 para obtener
RP2 y RP3 provoquen un genotipo inestable.

El genoma del in6culo maestro de los virus (MVSS) RP2 y RP3 se ha secuenciado
en su totalidad mediante secuenciacion del genoma completo, y las regiones
modificadas o insertadas se han secuenciado también usando estandares de buenas
practicas de fabricacion con un enfoque de secuenciacién mediante PCR y
secuenciacion Sanger. Se confirmo asi la delecion de los genes ICP47 e ICP34.5y la
presencia de los genes GALV-GP-R-, hGM-CSF y ahCTLA-4 (para RP2) y la
presencia de los genes GALV-GP-R-, ahCTLA-4, hCD40L, y h4-1BBL (para RP3)
con las secuencias esperadas dentro de los genomas de RP2 y RP3, demostrandose
de ese modo que se habian insertado las secuencias correctas y que los genotipos
eran estables.

RP2

En una de las regiones inmediatamente flanqueantes del inserto hGM-CSF/ah-
CTLA-4/GALV-GP-R- en la region de ICP34.5, se habian eliminado 255
nucledtidos de la secuencia virica flanqueante. Ademas, se insertaron 459
nucledtidos de una secuencia de vector plasmidico entre el final de la secuencia de
SV40pA'y el inicio de la secuencia virica flanqueante. No hubo ningin cambio en la
secuencia codificadora del inserto ni en elementos reguladores asociados y la
secuencia de vector plasmidico insertada es no codificadora. La secuencia adicional
de 459 nucledtidos derivada del vector plasmidico va acompafiada de una delecion
de 255 nucleotidos en la secuencia de la region flanqueante 2 de ICP34.5 con
respecto a la secuencia esperada.

Tras un andlisis exhaustivo de las regiones flanqueantes de ICP34.5, Replimune no
cree que exista ningun problema de seguridad debido a la presencia de 459 pares de
bases de secuencia plasmidica no codificadora en RP2, incluido el hecho de que no
seria de esperar que la secuencia plasmidica tenga potencial oncogénico. De forma
similar, no seria de esperar que la delecidn adicional en el locus de ICP34.5, por la
que la delecidn realizada en el gen que codifica ICP34.5 aumenta de 774 nucle6tidos
a 909 nucledtidos, tuviera algun efecto fenotipico por cuanto que en ambos casos se
ha eliminado funcionalmente ICP34.5.

En lo que respecta a la seguridad del ADN plasmidico, se han llevado a cabo
numerosos ensayos clinicos en los que se administraba ADN plasmidico a seres
humanos en distintos formatos (lo que seria de esperar que en muchos casos incluyera
la secuencia de 459 pb), incluyendo mediante inyeccion directa y electroporacion
(Heller 2010; Lambricht 2016; Murikami 2011), sin que se haya notificado ningun
indicio de efectos oncogénicos.

La secuenciacion del lote de RP2 murino utilizado en los estudios de toxicologia y
biodistribucion demostr6 que la secuencia insertada no estaba presente. Se secuencio
el MVSS 5002-0002 del RP2 humano, demostrandose que si contenia la secuencia
insertada. Se ha visto que tanto RP2 como mRP2 median de forma equivalente la
fusion entre células mediada por GALV-GP R- y expresan niveles equivalentes de
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GM-CSF y anti-CTLA-4. Asi pues, como cabia esperar, la insercion de 459
pb/delecién de 255 pb no afecta al perfil de expresion transgénica del virus. La
caracterizacion proteica mediante transferencia Western ha mostrado una intensidad
similar de bandas para ambos anticuerpos anti-CTLA-4 humano y murino.

Las pruebas ELISA de anticuerpos anti-CTLA-4 (murino y humano) y GM-CSF
(murino y humano) indicaron asimismo que los niveles de anti-CTLA-4 y GM-CSF
expresados eran comparables.

Asi pues, si bien la secuencia plasmidica adicional esta presente en RP2 y no en
mRP2, Replimune concluye que esta diferencia es funcionalmente irrelevante, y que
los virus son por tanto funcionalmente equivalentes, al margen de que RP2 codifique
las versiones humanas de GM-CSF y ah-CTLA-4 mientras que mRP2 codifica las
versiones murinas. Eso incluye la equivalencia funcional de los virus con respecto a
los estudios de toxicologia y biodistribucion, lo que justifica el uso de mRP2 en lugar
de RP2 en dichos estudios realizados en ratones, y que mRP2 fue por tanto un
sustituto murino apropiado para tal uso.

No obstante, en lo referente a la seguridad, se utilizo el propio RP2 en un estudio
preclinico de eficacia murina (en ratones en los que se habia sustituido el gen de
CTLA-4 murino por la versién humana), destinado a demostrar la actividad biol6gica
del constructo ah-CTLA-4 in vivo (estudio de Replimune 4648-0025). En este
estudio, ademéas de demostrarse la actividad bioldgica de ah-CTLA-4, RP2 (que
incluia la secuencia de 459 pb) resulté ser bien tolerado, sin que se observaran efectos
en los pesos corporales ni toxicidades manifiestas.

RP3
Durante la construccion de RP3, se eliminaron los genes ICP34.5 e ICP47 de RH018

y se insertaron los genes que codifican GALV-GP-R- y ahCTLA-4 en la region de
delecion de ICP34.5. Se insertaron hCD40L y h4-1BBL en la regién UL 50/51. Se
llevé a cabo una secuenciacion del genoma completo (SGC) con material de RP3
derivado del pre-MVSS de RP3 y el material de cosecha general del MVSS de RP3
y se compar6 con la secuencia esperada, que consistia en la secuencia de la cepa del
VHS-1 (RHO18A) con las secuencias de plasmido utilizadas en la construccion de
RP3. La homologia global entre ambas secuencias fue del 99,3 %. La mayoria de las
diferencias observadas se atribuyeron a inserciones/deleciones de nucleétidos
individuales en cadenas largas de un unico nucleétido, normalmente bases Go C, y
se debian a secuencias repetitivas cortas que se repiten un nimero diferente de veces
entre las secuencias del pre-MVSS o MVSS vy la secuencia de referencia. En
resumen, se observaron las secuencias esperadas para todas las regiones modificadas
del pre-MVSS y el MVSS de RP3, confirmandose que las secuencias codificadoras
de los genes de GALV-GP-R-, ahCTLA-4, hCD40L y h4-1BBL eran correctas, lo
que indica que se fabricarian las proteinas exactas. Todas las secuencias de promotor
y sefial de poliadenilacion asociadas eran igualmente correctas, confirmandose que
eso no tendria ninguna repercusion en la expresion proteica. No se observaron
reordenamientos gendémicos a gran escala y se confirmd la delecion ICP47-.
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Puesto que la PCR es el método mas sensible y especifico para el diagndstico en
laboratorio de la infeccion por el VHS (96 % de sensibilidad y 99 % de
especificidad para el VHS-1 (Whitley 1998)), se realiza un ensayo de identidad
mediante qPCR de cada lote clinico para confirmar la presencia de los genes
ahCTLA-4, GALV-GP-R-, hCD40L y h4-1BBL.

Conclusiones extraidas de articulos de revision relativos al uso clinico de ADN
plasmidico

Las revisiones bibliograficas de Bodles-Brakhop 2009 y Lambricht 2016 analizan
varios ensayos clinicos que incluian el uso de ADN plasmidico para el tratamiento
de varios tipos de canceres y enfermedades infecciosas. En esas revisiones se
concluyé que durante los ensayos del ADN plasmidico para el tratamiento de
canceres como melanomas, cancer pancreéatico, cancer cutaneo de células
escamosas o cancer de cabeza y cuello, y también como estrategia de vacunacion
para el tratamiento de enfermedades infecciosas como la gripe, el VIH y la
hepatitis, los datos de seguridad indican que el ADN plasmidico es seguro y en la
mayoria de los casos no tiene efectos secundarios o sus efectos secundarios estan
limitados al lugar de la inyeccion.

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

Si[X No []

En caso afirmativo, indique el cédigo del pais: FR and DE

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

Si X No [ ]
RP2: ES (B/ES/21/29), EudraCT 2018-003765-33)
RP3: ES (B/ES/22/07); FR, EL, PL (EudraCT 2020-002870-29)

6. Ha notificado el mismo notificador u otro la liberacion o comercializacién de ese
mismo OMG fuera de la Comunidad?

Si X No [_]

En caso afirmativo:

- Estado miembro de la notificaciéon: Reino Unido y Estado Unidos
Numero de la notificacion:

RP2: Reino Unido (EudraCT 2018-003765-33) y Estados Unidos (IND 028915)
RP3: Renio Unido (EudraCT 2020-002870-29) y Estados Unidos (IND 028278)

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

El impacto medioambiental de los OMG es menor: Al igual que el VHS-1 de tipo
silvestre, RP2 y RP3 no sobreviven mucho tiempo fuera del huésped. Son virus con
cubierta que es sensible tanto a la inactivacion fisica como a los desinfectantes. La
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reversion al tipo silvestre en el entorno no es posible, ya que los virus necesitan estar
dentro de las células humanas. La competencia con el VHS-1 de tipo silvestre u otras
especies en el medioambiente no es posible, ya que los virus necesitan estar dentro de
las células humanas para replicarse. RP2y RP3 se utilizaran en centros médicos bajo
un control estrecho. El lugar de inyeccion se cubrird con un apoésito. Existen
procedimientos implantados para la gestion y eliminacion de los residuos cuyo
objetivo es impedir la diseminacion.

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

1. ldentificacién 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 O I Y > I I

- peces

[

- otro animal
(especifique el phylum y la clase)

Otros, (especifiquense):

2. Nombre

i) Ordeny taxon superior (animales): Herpesvirales

i) Género: Simplexvirus

iii) Especie: Virus del herpes simple tipo 1

iv) Subespecie:

v) Cepa: RH018

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.):
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vii)Nombre vulgar: VHS-1

Distribucion geografica 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:
Atléantico X
Mediterraneo []
Boreal []
Alpino []
Continental []
Macaronésico []
i) No []
iii) No se sabe []

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

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

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

I I N B I O

En simbiosis con animales
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Otros , (especifiquense): X

El dnico hébitat natural conocido para el VHS-1 de tipo silvestre es el ser humano,
pero los primates no humanos en cautividad se pueden infectar accidentalmente. Es
posible infectar a conejos y roedores de forma experimental. No se tiene
conocimiento de que el VHS-1 tenga capacidad zoonética y las infecciones entre
especies provocadas por herpesvirus son infrecuentes. La zoonosis ocurre de forma
natural con mayor frecuencia entre especies huésped estrechamente relacionadas,
pero también se puede encontrar transmision de agentes infecciosos alli donde las
barreras a la transmision son inherentemente pequefias o se han reducido de forma
artificial (Tischer 2010).

El VHS-1 no infecta especies acuaticas (plantas, invertebrados y vertebrados) ni
terrestres (plantas e invertebrados).

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

5. a) Técnicas de deteccion

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) es el método mas sensible y
especifico para diagnosticar la infeccion de VHS en laboratorio (sensibilidad del 96
% y especificidad del 99 % para el VHS-1; Whitley, et al, 1998).

5. b) Técnicas de identificacion

Remitase a la seccion B.5(a). La PCR es el método més sensible para identificar el
VHS-1.

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

Si X No [_]

En caso afirmativo, especifiquese:

De acuerdo con la Directiva 2000/54/CE de la Union Europea (UE), el VHS-1 de
tipo silvestre esta clasificado en el Grupo de Riesgo 2. La directiva establece que un
agente bioldgico del Grupo de Riesgo 2 es «un agente biolégico que puede provocar
enfermedad en humanos y puede constituir un riesgo para los trabajadores; es poco
probable que se propague entre la poblacion general; suele disponerse de profilaxis
0 tratamiento efectivos».

7. ¢Es el organismo receptor, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patdgeno o nocivo de cualquier otra forma?
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Si X No[ ] No se sabe [ ]

En caso afirmativo

a) ¢Para cual de los organismos siguientes?:

humanos X
animales []
plantas []
otros []

b) Aporte la informacién pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccién 11 del anexo 111 A de la Directiva 2001/18/CE.

La patogenicidad del VHS-1 de tipo silvestre se describe en la
Tabla 1.

Tabla 1. Patogenicidad del VHS-1

Patogenicidad Descripcion

Herpes La primoinfeccién con VHS-1 se suele adquirir en

labial/calentura la nifiez y puede ser asintomatica o subclinica
(Kimberlin ~ 2005;  Morrow  2007). Las
primoinfecciones sintomaticas cursan

principalmente como gingivoestomatitis, con fiebre,
dolor de garganta, halitosis, anorexia, adenopatia
cervical y edema en la mucosa, asi como lesiones
dolorosas vesicales y ulcerosas en la mucosa bucal,
lengua, encias y faringe (Kimberlin 2005; Miller
2007; Morrow 2007). Las Ulceras se resuelven sin
dejar cicatriz en el plazo de 2-3 semanas (Morrow
2007). Las infecciones recurrentes suelen presentar
sintomas y un curso clinico mas leves (Morrow
2007). Las lesiones recurrentes por VHS-1
presentan en una zona especifica del labio (borde el
bermellon del labio) y se denominan «calenturas» o
«herpes labial» (Kimberlin 2005). Las lesiones se
resuelven en aproximadamente 8-10 dias
(Kimberlin 2005).

Panadizo herpético Caracterizado por la formacion de lesiones vesicales
dolorosas en la ufia o la zona de los dedos.
Infecciones en 0jos Aparece una ulceracién dendritica caracteristica en

la conjuntiva y la cérnea. La infeccion con VHS
puede provocar otras enfermedades oculares, como
blefaritis/dermatitis, conjuntivitis, queratitis
epitelial dendritica y ulceracién de la cérnea (Green
2006).
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Patogenicidad Descripcion

Encefalitis Infecciones graves del SNC, que afectan tanto a
niflos como a adolescentes (Whitley 2006). Pueden
deberse a infeccion primaria o latente con el virus
VHS-1 (Whitley 2006). La encefalitis provocada
por VHS afecta a un loébulo temporal y conlleva
signos neuroldgicos y edema. La enfermedad puede
ser mortal (tasa de mortalidad del 70 %), si no se
trata (Whitley 2006).

Herpes genital Se trata de una enfermedad de transmisién sexual.
El herpes genital esta provocado principalmente por
el virus VHS-2, aunque en los paises desarrollados,
el VHS-1 se ha vuelto tan comun como el VHS-2 en
las infecciones genitales primarias. El herpes genital
primario se caracteriza por la presencia de Ulceras
genitales multiples, bilaterales, dolorosas y
extensas, que se resuelven sin dejar cicatriz en un
plazo de 12 dias. Los pacientes también presentan
con ganglios linfaticos agrandados, fiebre, malestar
y mialgia. En casos infrecuentes, esta enfermedad
también puede causar meningitis aséptica con
rigidez en el cuello y dolor de cabeza grave. La
enfermedad herpética genital recurrente es de menor
duracion, mas leve y carente de sintomas sistémicos.
La principal manifestacion de la enfermedad es
parestesia prodrémica en el perineo, los genitales o
las nalgas, seguida por formacion de lesiones
agrupadas en la zona de los genitales externos. Las
lesiones se resuelven sin dejar cicatriz en 2-5 dias.

Herpes neonatal ElI  herpes neonatal es una enfermedad
extremadamente grave con una tasa de mortalidad
muy alta. Los recién nacidos que sobreviven a la
infeccion  pueden  presentar complicaciones
neuroldgicas. Las manifestaciones clinicas de la
enfermedad varian y se pueden clasificar en tres
grupos: enfermedad diseminada, que compromete
multiples o6rganos, como pulmones, higado,
glandulas suprarrenales, piel, ojos y cerebro (25%);
enfermedad del SNC con apatia y convulsiones (~
30 % de los casos totales, incluido entre el 60 y el
75 % de los casos que presentan enfermedad
diseminada); y enfermedad limitada a la piel, ojos
y/o boca (45 %) (Kimberlin 2005).

8. Informacion sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

El VHS-1 no persiste en los ecosistemas naturales, ya que depende de su
organismo huésped para la replicacion asexual, donde presenta un ciclo
reproductivo corto de ~ entre 18 y 20 horas (Kukhanova 2014). El Unico
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reservorio natural es el ser humano (Morrow 2007) y la infeccién no humana es
infrecuente. Ademas, no se tiene conocimiento de que el VHS-1 de tipo silvestre
sea zoondtico.

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

El VHS-1 de tipo silvestre es conocido por ser un patégeno humano que depende
de su organismo huésped para la replicacidn asexual en un ciclo de reproduccién
corto de ~ entre 18 y 20 horas (Kukhanova 2014) y no se tiene conocimiento de
que infecte especies acuaticas (plantas, invertebrados y vertebrados) o terrestres
(plantas e invertebrados). Esto reitera la idea de que el Unico reservorio natural
del VHS-1 es humano (Morrow 2007) y que la infeccion no humana es
infrecuente. La zoonosis ocurre de forma natural con mayor frecuencia entre
especies huésped estrechamente relacionadas, pero también se puede encontrar
transmision de agentes infecciosos alli donde las barreras a la transmision son
inherentemente pequefias o se han reducido de forma artificial (Tischer 2010).
No se tiene conocimiento de que el VHS-1 tenca capacidad para la zoonosis y
es raro que los herpesvirus provoquen infecciones en otras especies.

¢) Modo de reproduccion
) P Sexual [_] Asexual [X

d) Factores que afectan a la reproduccion:

El VHS-1 de tipo silvestre, es extremadamente susceptible a la deshidratacion,
y se inactiva facilmente fuera de su huésped (Baldo et al. 2013).

El VHS-1 es un virus con cubierta que es sensible tanto a la inactivacion fisica
(deshidratacion, calor, pH bajo) como a los desinfectantes (solventes lipidicos y
detergentes suaves), que lo inactivan de forma répida. El virus VHS de tipo
silvestre se inactiva facilmente fuera de su huésped con una exposicion a pH <
4, temperaturas > 56 °C durante 30 minutos, pasterizacién (60 °C durante 10
horas), y calentamiento mediante microondas durante 4 minutos (Croughan and
Behbehani 1988). En cuanto a los desinfectantes, el virus VHS se puede
inactivar con Lysol al 0,5 % en 5 minutos; Listerine (mezclas 1:1) en 5 minutos;
2000 ppm (2000 pl/I) de lejia en 10 minuto; y alcohol (mezclas 1:1) (Croughan
and Behbehani 1988). EI VHS también es sensible a compuestos de amonio
cuaternario (Wood 1998). La mayoria de los herpesvirus también son sensibles
a etanol e isopropanol al 30 %, fenol ortofenilico al 0,12 % y glutaraldehido al
0,04 % (Prince and Prince 2001).

Los farmacos antivirales, como aciclovir, foscarnet, valaciclovir, famciclovir y
penciclovir, pueden inhibir la replicacion virica. Foscarnet se utiliza en casos de
VHS resistentes al aciclovir (Morrow 2007).

9. Capacidad de supervivencia

a) Capacidad de formar estructuras que favorezcan la supervivencia o el letargo
i) endosporas []
i)  quistes []
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iii)  esclerocios

iv) esporas asexuales(hongos)
V) esporas sexuales (hongos)
vi) huevos

vil)  pupas

000 ddn

viii)  larvas

iX) otras (especifiquense): Esta seccion no procede

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

El VHS-1 es un virus con cubierta que es sensible tanto a la inactivacion fisica
(deshidratacion, calor, pH bajo) como a los desinfectantes (solventes lipidicos y
detergentes suaves), que lo inactivan de forma répida. El virus VHS de tipo
silvestre se inactiva facilmente fuera de su huésped con una exposicion a pH < 4,
temperaturas > 56 °C durante 30 minutos, pasterizacion (60 °C durante 10 horas),
y calentamiento mediante microondas durante 4 minutos (Croughan and
Behbehani 1988). En cuanto a los desinfectantes, el virus VHS se puede inactivar
con Lysol al 0,5 % en 5 minutos; Listerine (mezclas 1:1) en 5 minutos; 2000 ppm
(2000 pl/) de lejia en 10 minuto; y alcohol (mezclas 1:1) (Croughan and
Behbehani 1988). EI VHS también es sensible a compuestos de amonio
cuaternario (Wood 1998). La mayoria de los herpesvirus también son sensibles a
etanol e isopropanol al 30 %, fenol ortofenilico al 0,12 % y glutaraldehido al 0,04
% (Prince and Prince 2001).

Los farmacos antivirales, como aciclovir, foscarnet, valaciclovir, famciclovir y
penciclovir, pueden inhibir la replicacion virica. Foscarnet se utiliza en casos de
VHS resistentes al aciclovir (Morrow 2007).

El VHS sobrevive durante periodos de tiempo cortos fuera del huésped
(Chayavichitsilp 2009). Puede sobrevivir en superficies inanimadas secas (la
supervivencia oscila entre unas pocas horas hasta 8 semanas). Sobreviven mas
tiempo a humedades mas bajas (Kramer 2006).

La investigacién adicional ha demostrado que el VHS-1 sobrevive hasta 4 horas
en agua del grifo y 4,5 horas en superficies plasticas a altos niveles de humedad
(Nerurkar 1983). La observacién del VHS-1 en fémites, como superficies plasticas
y superficies cromadas, también muestra que el virus infeccioso sigue siendo
recuperable después de 2 horas, aunque se observa una reduccion de 2-3 log en el
titulo viral de VHS-1 en el plazo de 1 hora en pomos de puerta y grifos/manillas.
También se pudo recuperar virus infeccioso a partir de piel humana al menos 2
horas después de su introduccion (Bardell 1989, 1990, 1993, 1994).

10.a) Vias de diseminacion

El modo de transmision del VHS-1 de tipo silvestre es mediante contacto directo
con las secreciones infectadas de membranas mucosas/piel con lesiones de un
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paciente asintomatico o sintomatico que esta propagando el virus. EI VHS-1 también
se puede transmitir mediante goticulas respiratorias.

10. b) Factores que afectan a la diseminacion

El ser humano es el unico huésped natural del VHS-1 de tipo silvestre. La
infectividad del VHS-1 de tipo silvestre depende en parte de tener la envoltura
intacta. Por lo tanto, cualquier agente quimico (solventes lipidicos y detergentes
suaves) o inactivacion fisica (deshidratacion, calor, pH bajo) que afecte a la
envoltura reduce la infectividad.

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
notificacion)

No se conocen modificaciones genéticas anteriores de esta cepa de VHS-1.

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

OO X X

iv) Fusion celular

v) Otro (especifiquese)

no

Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

RP2 y RP3 se construyeron usando una nueva cepa de VHS-1 (cepa RH018). El
factor de neurovirulencia codificado por los genes codificadores ICP34.5 y el
inhibidor de procesamiento de antigeno codificado por el gen codificador ICP47 se
eliminaron del virus. La delecion de ICP34.5 reduce la susceptibilidad del tejido
normal a la infeccion litica debido a la incapacidad del virus para superar las vias de
los interferones de tipo 1 (IFN-o/B) y de la proteinquinasa R (PKR), que estan
desreguladas en los tumores. El objetivo de la delecion de ICP47 en RP2 es mejorar
la presentacion de antigenos virales y tumorales en las células infectadas, de forma
que constituyan mejores dianas para el sistema inmune del huésped. La delecién de
ICP47 en RP2 también conlleva un aumento en la expresion de la proteina viral
US11 (Mohr 1996). US11 presenta algo de redundancia funcional con ICP34.5y un
aumento en la expresion de US11 aumenta la replicacion del VHS-1 con delecion
de ICP34.5 en tumores, sin pérdida de la selectividad para el tumor (Mohr et al.
2001). Como se haeliminado ICP34.5, el virus se replica selectivamente en tumores,
lo que limita la expresion de GALV-GP-R- en tejidos no tumorales. La secuencia
con codones optimizados para la proteina superficial del virus de la leucemia de
gibones (GALV-GP) con delecion de la secuencia R- (R-) provoca fusion celular, lo
que conlleva muerte celular.
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RP2

RP2 contiene también una secuencia con codones optimizados para el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (hnGM-CSF). Se pretende que
la activacion de GM-CSF durante la respuesta inmune que sigue a la inyeccion
intratumoral del virus modificado genéticamente (MG) provoque una respuesta
inmune al provocar la entrada y activacion de células dendriticas. EI aumento de
células dendriticas también puede contribuir a la presentacion de antigenos
asociados al tumor por parte de las células tumorales, y los siempre importantes
linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos del tumor, para estimular asi una respuesta
antitumoral sistémica y especifica (Dranoff 1993; Huang 1994).

Por ultimo, RP2 expresa una secuencia con codones optimizados para una molécula
similar a anticuerpo contra el antigeno 4 humano asociado a linfocitos T citotoxicos
(anti-CTLA-4) que interfiere con la interaccion de CTLA-4 (expresado en un
subconjunto de linfocitos T activados) con moléculas B7 (CD80/CD86) de células
presentadoras de antigenos profesionales. Eso deberia traducirse en una mayor
activacion de los linfocitos T al bloguearse la inhibicion de otro modo mediada por
la interaccién CTLA-4/B7. La idea es que la mayor activacion, proliferacion e
infiltracion en tumores de los linfocitos T antitumorales resultante dé lugar a efectos
antitumorales locales y sistémicos mejorados. Cabria esperar también que la
expresion intratumoral de la molécula similar a anticuerpo ah-CTLA-4 redujera la
toxicidad en comparacion con la administracion sistémica de un anticuerpo ah-
CTLA-4 como la aprobada por ejemplo para el tratamiento de melanomas bien como
monoterapia (ipilimumab) o en combinacion con nivolumab (un anticuerpo anti-PD-
1).

RP3
El virus contiene asimismo las secuencias codificadoras de GALV-GP-R-,
ahCTLA-4, hCD40L y h4-1BBL.

El proposito de utilizar la glicoproteina de envoltura fusogénica del virus de la
leucemia del gibon truncada (GALV-GP-R-) es mejorar la diseminacion del virus
por el tumor (Bateman et al. 2000; Bateman et al. 2002; Errington et al. 2006). La
expresion de GALV-GP-R- esté controlada por el promotor RSV LTR. Los datos
preclinicos publicados han demostrado los beneficios de la expresion de GALV-
GP-R- para el tratamiento de tumores en modelos de roedores, inclusive cuando se
expresa a partir de un VHS con capacidad de replicacion selectiva (Simpson et al.
2006; Simpson et al. 2012).

RP3 expresa una secuencia con codones optimizados para una molécula similar a
anticuerpo contra el antigeno 4 humano asociado a linfocitos T citotdxicos (anti—
CTLA-4) que interfiere con la interaccion de CTLA-4 (expresado en un
subconjunto de linfocitos T activados) con moléculas B7 (CD80/CD86) de células
presentadoras de antigenos profesionales. Eso deberia traducirse en una mayor
activacion de los linfocitos T al bloquearse la inhibicidon de otro modo mediada por
la interaccion CTLA-4/B7. La idea es que la mayor activacion, proliferacion e
infiltracion en tumores de los linfocitos T antitumorales resultante dé lugar a
efectos antitumorales locales y sistémicos mejorados. Cabria esperar también que
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la expresion intratumoral de la molécula similar a anticuerpo ahCTLA-4 redujera
la toxicidad en comparacién con la administracion sistémica de un anticuerpo
ahCTLA-4 como la aprobada por ejemplo para el tratamiento de melanomas bien
como monoterapia (ipilimumab) o en combinacion con nivolumab (un anticuerpo
anti-PD-1) (Andtbacka et al. 2016; Puzanov et al. 2016).

CDA40L es una proteina que se expresa principalmente en linfocitos T activados y
pertenece a la superfamilia de moléculas TNF. Se une al cimulo de diferenciacion
40 (CDA40) de las células presentadoras de antigenos. CD40L puede potenciar la
apoptosis de las células tumorales mediante la activacion de las vias del factor
nuclear kB (NF-kB), AP-1, CD95 o dependientes de caspasas y estimular la
inmunidad del huésped para defenderse frente al cancer (Korniluk, Kemona, and
Dymicka-Piekarska 2014). Estan en curso varios ensayos clinicos en los que se
utiliza CD40L, entre ellos uno de inmunoterapia combinada consistente en una
vacuna con células cancerosas inactivadas junto con GM-CSF, CD40L y CCL21
para el cancer de pulmon (NCT01433172) y otro de un adenovirus modificado que
expresa CD40L y 4-1BBL para céncer de pancreas, biliar, colorrectal o de ovarios
(NCT03225989).

El 4-1BBL humano se encuentra asimismo en las células presentadoras de
antigenos y se une a h4-1BB, un receptor de glicoproteinas transmembrana de tipo
2 perteneciente a la superfamilia TNF que se expresa en linfocitos T activados,
particularmente los CD8, e induce la secrecion de niveles altos de IFN-y mediante
su union a la proteina 4-1BB. Se ha observado que 4-1BBL inhibe el desarrollo
tumoral en distintos estudios in vivo (Vinay and Kwon 2012). Estan en curso
varios ensayos clinicos en los que se utiliza 4-1BBL, asi como una vacuna
obtenida a partir de una linea celular con niveles altos de expresion de antigenos
asociados a melanoma que expresa tanto HLA-A02 como 4-1BBL (lo que se
conoce como A2/4-1BBL) para el melanoma (NCT01898039).

a) ¢Se ha usado un vector en el proceso de modificacion?

Si[X No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

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

Si X No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5

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

a) Tipo de vector
plasmido X

bacteriofago []
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virus []

cosmido

[

Elemento de transposicion ]

Otros (especifiquense):

b) Identidad del vector: Plasmido

c) Gama de organismos huéspedes del vector: Creado en laboratorio, no procede

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

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

Otras, (especifiquense): delecién de ICP34.5 e ICP47

Indique qué gen de resistencia a los antibidticos se inserta: carece del gen de

resistencia a antibiéticos

Fragmentos constituyentes del vector

RP2 RP3

delecion de ICP34.5 delecion de ICP34.5

delecion de ICP47 delecion de ICP47

insercion de GALV-GP-R- insercion de GALV-GP-R-

insercion de GM-CSF insercion de ahCTLA-4

insercion de ahCTLA-4 insercion de hCD40L
insercion de h4-1BBL

e) Meétodo de introduccion del vector en el organismo receptor

i) transformacion []
i) electroporacion ]
iii) macroinyeccion []
iv) microinyeccion ]
v) infeccion ]

vi) otros, (especifiquense) Recombinacion homdloga.
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5. Si las repuestas a C. 3) a) y b) son negativas, ¢qué método se siguid en el proceso
de modificacién?

i) transformacion []
i) microinyeccion

iii) macroencapsulacion

O 0O O

iv) macroinyeccién

V) otros, (especifiquense):

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:

a) Composicién del fragmento de insercion:

RP2 RP3
insercion de GALV-GP-R- insercion de GALV-GP-R-
controlada por el promotor de controlada por el promotor de

repeticion terminal larga del virus | repeticion terminal larga del virus
del sarcoma de Rous (RSV-LTR) y | del sarcoma de Rous (RSV-LTR) y

secuencias de poliadenilacion secuencias de poliadenilacion
insercion de GM-CSF controlada insercion de ahCTLA-4 controlada
por el promotor temprano por el promotor del citomegalovirus
inmediato del citomegalovirus humano (hCMV) y secuencias de

humano (hCMV IE) y secuencias | poliadenilacion
de poliadenilacion
insercion de ah-CTLA-4 controlada | insercién de hCD40L controlada

por el promotor del virus de la por el promotor de repeticién
leucemia murina de Moloney terminal larga del virus de la
(MMLV) y secuencias de poliA leucemia murina de Moloney

(MMLV) y secuencias de poliA
insercion de h4-1BBL controlada
por el promotor del virus de la
murina del citomegalovirus
(mCMV) y secuencias de poliA

b) Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercion:
Homo sapiens
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c) Funcion prevista de cada parte constitutiva del fragmento de insercion en el
OMG.

RP2y RP3:

e Delecién de ICP34.5: La delecion de ICP34.5 reduce la susceptibilidad del
tejido normal a la infeccion litica, debido a la incapacidad del virus para
superar las vias de los interferones de tipo 1 (IFN-o/B) y de la proteinquinasa
R (PKR), que estan desreguladas en los tumores. Las vias de los interferones
tipo 1 y de PKR son vias de defensa inherentes a las células que han
evolucionado como proteccion contra los virus. El tejido normal es capaz de
usar las vias del interferdn tipo 1y de PKR para protegerse de la infeccion
litica provocada por el VHS-1 deficiente en ICP34.5, mientras que muchos
tumores conservan la susceptibilidad (Campadelli-Fiume et al. 2011).

e Delecion de ICP47: el objetivo de la eliminacion de ICP47 es mejorar la
presentacion de antigenos virales y tumorales en las células infectadas, de
forma que estas constituyan mejores dianas para el sistema inmune del
huésped. La eliminacién de ICP47 también conlleva el aumento en la
expresion de la proteina viral US11 del VHS-1 (Mohr 1996). US11 presenta
algo de redundancia funcional con ICP34.5 y un aumento en la expresién de
US11 aumenta la replicacion del VHS-1 con delecion de ICP34.5 en tumores,
sin pérdida de la selectividad para el tumor (Mohr et al. 2001).

e Insercion de GALV-GP-R-: La version truncada R- de la glicoproteina
fusogénica GALV-GP conserva la actividad constitutiva de fusién celular, que
se prevé sera beneficiosa para el tratamiento del tumor al aumentar la muerte
de las células tumorales y la liberacion de antigenos tumorales que refuercen el
efecto de vacunacion.

e Insercion de ah-CTLA-4: permite la produccién de una molécula similar a
anticuerpo contra el antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos que interfiere
con la interaccion entre el CTLA-4 de los linfocitos T y las moléculas B7 de
células presentadoras de antigenos profesionales, actuando por tanto como
antagonista frente al punto de control inmunitario regulador negativo de los
linfocitos T.

RP2

¢ Insercion de GM-CSF: GM-CSF es una citoquina que forma parte de la
respuesta inmune/inflamatoria, y actda induciendo la proliferacion y
diferenciacion de ciertos tipos de células inmunes, por ejemplo los granulocitos
(neutrofilos, eosindfilos y basofilos) y los monocitos.

RP3

e Insercion de hCD40L: se une a CD40 en las células presentadoras de
antigenos. Se expresa en linfocitos T activados y actia como molécula
coestimuladora. Es importante para la maduracion de los linfocitos B. CD40L
puede potenciar la apoptosis de las células tumorales mediante la activacion de
las vias del factor nuclear kB (NFkB), AP-1, CD95 o dependientes de caspasas
y estimular la inmunidad del huésped para defenderse frente al cancer
(Korniluk, Kemona, and Dymicka-Piekarska 2014).
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e Insercion de h4-1BBL.: estimula los linfocitos T activados, particularmente los
CD8, e induce la secrecion de niveles altos de IFN-y mediante su union a la
proteina 4-1BB. Se ha observado que 4-1BBL inhibe el desarrollo tumoral en
distintos estudios in vivo (Vinay and Kwon 2012).

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

- Otros especifiquense): Integrado dentro del genoma del VHS-1

e) ¢Contiene el fragmento de insercion partes cuyo producto o funcién 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
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria

Hongo

O 0Ododnd

Animal
- mamiferos 4
- insectos []
- peces []
- otro animal [ ] (especifique el phylum vy la clase):

Otros (especifiquense)

2. Nombre completo

i) Orden y taxdn superior (animales): Primates
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i) Familia (plantas):

iii) Género: Homo

iv) Especie: Homo sapiens

V) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar:

iX) Nombre vulgar: Humanos

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

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

En caso afirmativo, especifiquese

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

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

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

En caso afirmativo, proporcione la informacion pertinente de conformidad con la
letra d) del punto 11 de la letra A de la seccion Il del Anexo 111 A:

4. (Esté 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 biolégicos durante el trabajo?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

5. ¢lIntercambian los organismos donante y receptor material genético de forma
natural?
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Si[] No [X] No se sabe [ ]

E. Informacién sobre el organismo modificado genéticamente

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

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

Si X No [ ] No se sabe [ ]

Especifiquese:

RP2 y RP3 serian incapaces de competir con las cepas existentes del VHS-1
de tipo silvestre, ya que se ha eliminado el gen ICP34.5, que es necesario para
la patogenicidad del virus y para que el virus pueda replicarse de forma eficaz
en el tejido normal.

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

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

Especifiquese:

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

Si X No [ ] No se sabe [ ]

Especifiquese:

Se han eliminado del virus los genes que codifican el factor de neurovirulencia
(ICP34.5) y el gen que codifica la proteina ICP47. La delecion de 1CP34.5
permite que el virus se replique selectivamente en tumores. ICP47 es una
proteina que inhibe la via de presentacion de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase 1 al unirse al transportador asociado con la
presentacion de antigenos (TAP). La delecion de ICP47 también hace que
US11 se exprese en mayor medida y de forma mas temprana. Esto compensa
en parte la reduccion en la replicacién, que también se da en tejidos tumorales,
provocada por la delecion de ICP34.5, pero sin reducir la selectividad por el
tumor.

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

Si[X No [ ] No se sabe[ ]
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Especifiquese:

La delecion de ICP34.5 presente en RP2 y RP3 reduce la susceptibilidad del
tejido normal a la infeccion litica, debido a la incapacidad del virus para superar
las vias de los interferones de tipo 1 (IFN-0/pB) y de la proteinquinasa R (PKR),
que estan desrreguladas en los tumores.

El objetivo de la delecidon de ICP47 en RP2 y RP3 es mejorar la presentacion
viral y antigenos tumorales en las células infectadas, de forma que las células
infectadas constituyan mejores dianas para el sistema inmune del huésped.

no

Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

No es posible que RP2 o RP3 restauren espontaneamente la patogenicidad mediante,
por ejemplo, la recuperacion de ICP34.5, ya que ICP34.5 no esta presente en RP2
ni en RP3. Cuando varias cepas diferentes de VHS-1 se estan replicando en la misma
célula, puede observarse recombinacién homéloga espontanea entre sus genomas.
No obstante, es muy poco probable que pueda haber recombinacion entre RP2 o
RP3 y VHS-1 de tipo silvestre, ya que eso implicaria que una misma célula se ha
infectado simultdneamente con RP2 o RP3 y con VHS-1 de tipo silvestre. Es de
esperar que el VHS-1 de tipo silvestre se encuentre solamente en las calenturas o en
otros lugares con infeccion activa de VHS, y ni RP2 ni RP3 se administran en esos
lugares sino en tumores. Ni RP2 ni RP3 son capaces de replicarse y diseminarse de
forma eficaz en el tejido normal, lo que significa que, ademas, es muy poco probable
que RP2 o RP3 estén presentes y replicandose en el mismo tejido que el VHS-1 de
tipo silvestre.

Se ha demostrado experimentalmente que la recombinacién no homologa
(recombinacion entre regiones diferentes de los dos genomas del VHS-1) no ocurre
a niveles detectables entre cepas de VHS (Smith et al. 2003). Por lo tanto, incluso si
RP2 o RP3y el VHS-1 de tipo silvestre estuvieran presentes y replicandose en una
misma célula y hubiera recombinacion, ésta seria homdloga, lo que significa que
cualquier transferencia de ADN entre RP2 0 RP3 y el VHS-1 de tipo silvestre se
daria desde o hasta la misma ubicacion genética. El casete de expresion GM-
CSF/GALV-GP-R-/ahCTLA-4 que hay en RP2 esta insertado en lugar del gen
ICP34.5 y para RP3 el casete de expresion GALV-GP-R1/ahCTLA-4 esta insertado
en lugar del gen ICP34.5.

Por lo tanto, la transferencia mediante recombinacion de este casete a una cepa de
tipo silvestre se haria en el locus de ICP34.5, lo que acarrearia la delecién del gen
ICP34.5. Esto significa que, en términos de habilidad para la reproduccion, los virus
resultantes quedarian inhabilitados de forma similar a RP2 y RP3 (y por lo tanto
tendrian una desventaja evolutiva en relacion con la poblacion de VHS-1 de tipo
silvestre). El rango de huéspedes, la susceptibilidad a los agentes antivirales y la
susceptibilidad a los métodos de inactivacion fisica o quimica serian también iguales
a los de las cepas parentales. Por lo tanto, cualquier variante genética que pudiera,
tedricamente, crearse en eventos de recombinacion no conllevaria ningin cambio en
el riesgo medioambiental. La recombinacion, homologa o no homéloga, solo puede
ocurrir dentro de las células del huésped. No es posible que haya recombinacion
entre virus en el entorno, tal y como puede suceder con las bacterias.

La estrategia terapéutica con RP2 y RP3 es inducir una destruccion «oncolitica»
directa por parte del virus de los tumores, aumentada mediante la expresion de
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GALV-GP-R-. ahCTLA-4 mejora los efectos antitumorales locales y sistémicos. La
introduccién de las cuatro secuencias codificadoras en RP3 mejora la inmunidad
antitumoral y la formacion de memoria inmunolégica. RP3 esta previsto para su
inyeccion directa en tumores solidos no neurolégicos y se espera gue tenga una
actividad terapéutica potente cuando se combina con agentes de bloqueo de puntos
de control inmunitario como los dirigidos a PD-1/PD-L1.

Los analisis realizados con enfoques de secuenciacion mediante PRC y Sanger
confirman la delecion de los genes ICP47 y ICP34.5, y la presencia de la secuencia
esperada dentro de los genomas de RP2 y RP3.

3.

¢(Es el OMG, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patdgeno 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 []

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 Il A

Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG:

La PCR es el método mas sensible y especifico de diagndstico de la infeccion del
VHS en laboratorio (sensibilidad del 96 % y especificidad del 99 % para el VHS1,
(Whitley 1998)). Se ha desarrollado un ensayo de gPCR para identificar el rHSV-
1/hGM-CSF/GALV-GP-R-/ahCTLA-4 (RP2) y el rHSV-1/GALV-GP-R-
/ahCTLA-4/hCD40L/h4-1BBL (RP3).

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

Los analisis realizados con enfoques de secuenciacién mediante PRC y Sanger
confirman la delecion de los genes ICP47 y ICP34.5, y la presencia de los genes
GALV-R-y hGM-CSF y ahCTLA-4 con la secuencia esperada dentro del genoma
de RP2y la presencia de los genes GALV-GP-R-, ahCTLA-4, hCD40L y h4-1BBL
con la secuencia esperada dentro del genoma de RP3.

F.

1.

Informacion sobre la liberacion

Finalidad de la liberacion (incluido todo beneficio ambiental potencial significativo
esperado)
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2.

Esta previsto evaluar RP2 y RP3 en el ensayo clinico "Ensayo clinico de fase Il en
el que se investiga la inmunoterapia oncolitica en combinacién con atezolizumab y
bevacizumab para el tratamiento de pacientes con carcinoma colorrectal avanzado
con estabilidad de microsatélites y sin alteracidn de la via reparadora”. Se trata de
un estudio clinico de fase 11, abierto y no aleatorizado que evalla una inmunoterapia
oncolitica (RP2 o RP3) en combinacion con atezolizumab y bevacizumab en
pacientes con cancer colorrectal avanzado con estabilidad de microsatélites y sin
alteracion de la via reparadora.

El estudio constaré de 3 periodos: seleccion, tratamiento y seguimiento, y tendra los
2 grupos de tratamiento siguientes:

e RP2 en combinacion con atezolizumab y bevacizumab
e RP3en combinacion con atezolizumab y bevacizumab.

Los grupos de tratamiento reclutaran simultaneamente a los pacientes. En los centros
del ensayo clinico que tengan abiertos ambos grupos, los pacientes seran asignados
automaticamente por asignacion central una vez finalizadas las evaluaciones de
seleccion.

Se inyectara RP2 o RP3 mediante inyeccion directa (también mediante
colonoscopia) o guiada por imagen en tumores inyectables (incluidos tumores
subcutaneos [SC], viscerales o ganglionares).

Los pacientes recibiran 4 dosis de RP2 o RP3 cada dos semanas con una primera
dosis con una concentracion de 1 x 10° UFP/ml, seguida de 3 dosis con una
concentracion de 1 x 107 UFP/ml y, a continuacion, 4 dosis con una concentracion
de 1 x 10’ UFP/ml cada 3 semanas, hasta un total de 8 dosis. EI volumen total de
RP2/RP3 que se inyectara en todas las lesiones durante toda visita de tratamiento no
superara los 10 ml.

Si cumplen los criterios del protocolo, los pacientes pueden ser idoneos para recibir
ciclos adicionales de RP2/RP3.

¢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 X No [_]

En caso afirmativo, especifiquese:

El lugar de liberacion seran centros médicos (es decir, los centros del estudio), donde
los sujetos recibirdan RP2 administrado por profesionales sanitarios formados, en un
entorno controlado.

Informacion relativa a la liberacion y a la zona circundante

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

Hospital Clinic de Barcelona

Instituto de Oncologia Vall d'Hebron
Clinica Universidad de Navarra

Hospital Clinicio Universitario de Valencia
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b) Area del lugar (m?):

El tamafio de cada centro varia, no obstante, en el lugar donde tendra lugar la
administracion, se seguiran las politicas del centro para mantener al minimo la
contaminacion.

i) lugar real de la liberacion (m?):

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

c) Proximidad a biotipos reconocidos internacionalmente o zonas protegidas
(incluidos depdsitos de agua potable) que pudieran verse afectados:

Se prevé utilizar RP2 y RP3 en centros médicos para el tratamiento de pacientes
con cancer. Se inyectan directamente dentro del tumor del paciente y el lugar de
inyeccion se cubre con un apdsito oclusivo para mitigar el riesgo de posible
transferencia de RP2 o RP3 a terceros. La exposicion de los biotopos, zonas
protegidas y depositos de agua potable es muy improbable. En los centros del
estudio, todos los desechos se tratardn de la misma forma que los demas
desechos de productos humanos y se enviaran fuera del centro para su
autoclavado y eliminacion. Como el organismo parental se inactiva facilmente
fuera de su huésped y no tiene vectores conocidos, es improbable que los
biotopos se vean afectados.

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

Tanto el VHS-1 de tipo silvestre como el VHS-1 recombinante son extremadamente
susceptibles a la deshidratacién, y se inactivan facilmente fuera de su huésped
(Baldo et al. 2013). RP2 y RP3 (se inactivan de la misma forma que el VHS-1 de
tipo silvestre, ya que las modificaciones no influyen en la viabilidad del virus. Por
lo tanto, no se espera que se vea afectada ninguna flora ni fauna, incluidas las plantas
de interés agricola, el ganado y las especies migratorias.

4. Método y amplitud de la liberacion

a. Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

Cantidad estimada de RP2 y RP3 en la parte 2 de combinacion y la parte 3 de
monoterapia

Posologia Volumen/ | Volumen | Pacientes Cantidad total
dosis de dosis / totales proyectada
(mL) paciente
(mL)
1 x 10% UFP/ml 1ml 10 ml 4 4 x 10" UFP/40 ml
1 x 10" UFP/ml 1 ml 70 ml 4 2,8 x 10° UFP/280 ml
Estimacién global de la cantidad de RP3 2,84 x 10° UFP/320 ml

Ejemplo de célculo de la cantidad prevista total:
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1 000 000 UFP/ml (dosis) x 1 ml (volumen por dosis) x 10 ml (dosis por paciente)
X 4 (total de pacientes) = 4 x 10’ UFP

Ejemplo de célculo de la cantidad total prevista del volumen de dosis:
10 ml (volumen de dosis por paciente) x 4 (total de pacientes) = 40 ml

Ejemplo de calculo de la estimacién global:
4 x 10" UFP/40 ml + 2,8 x 10° UFP/280 ml = 2,84 x 10° UFP/320 ml

b. Duracion de la operacion:

La duracion, desde el momento en que se inicie el procedimiento de
administracion de la jeringa de dosificacion hasta completar el procedimiento de
inyeccion, sera de aproximadamente 2 horas.

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

Todos los profesionales sanitarios que participen en la administracion contaran con
formacion relativa a las précticas de seguridad para evitar la liberacién accidental del
producto en el entorno, y se cefiiran a ellas. Las superficies de trabajo y los materiales
que puedan estar en contacto con RP2 y RP3 se descontaminaran con desinfectantes
adecuados (como hipoclorito sédico), de acuerdo con los procedimientos de higiene
del hospital/centro. En caso de vertido accidental, el centro seguira sus propios
procedimientos de limpieza. Medidas de seguridad: Cada dosis se administrara IT
usando una o varias jeringas adecuadas. La administracion se realizara en centros
hospitalarios y correra a cargo de profesionales de la salud experimentados y
familiarizados con los productos de terapia génica, y con formacion adecuada en los
procedimientos de higiene y normas relativas a la seguridad y manejo de materiales
infecciosos. El equipo de proteccién individual (EPI) incluira bata de laboratorio y
guantes, que se llevaran siempre que haya posibilidad de contacto directo de la piel
con el virus. Se recomienda llevar proteccion ocular o mascarilla por si acaso se
producen salpicaduras. Todo el personal que maneje el OMG con objetos
cortopunzantes tendra formacion médica y gran experiencia en las técnicas
pertinentes. Como el(los) ensayo(s) se realizara(n) en hospitales, el personal medico
y farmacéutico tiene experiencia en técnicas de manejo seguro de agujas para
preparar, administrar y desechar los medicamentos, asi como en la toma de muestras
con objetos cortopunzantes.

El producto que no se haya utilizado, los materiales de contacto y los residuos se
deben desechar en recipientes para residuos biolégicos o inactivar con calor. Una
temperatura superior a 56°C durante 30 minutos elimina la infectividad. Ademas, RP2
y RP3 también se inactivan facilmente con solventes liquidos o exposicion a pH
extremos, y también pueden inactivarse siguiendo los procedimientos del centro.

En caso de autoinoculacién accidental, se recomienda aumentar el sangrado de la
herida. Se debera avisar al responsable de salud laboral del hospital. Los incidentes y
accidentes se tienen que notificar a las autoridades regionales o nacionales siguiendo
las normativas pertinentes.

En caso de exposicion accidental debida a salpicadura a los ojos o las membranas
mucosas, se debera lavar la zona con agua limpia en grandes cantidades durante al
menos 15 minutos. En caso de exposicion en la piel abierta o por pinchazo con aguja,
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se deberd lavar exhaustivamente la zona con agua y jabdn, o usar un desinfectante
para piel. La persona debera someterse a vigilancia médica para detectar cualquier
signo de infeccion. Se podra administrar aciclovir u otros farmacos antivirales
similares de forma profilactica.

El tratamiento estandar para el VHS-1 de tipo silvestre es aciclovir intravenoso. RP2
y RP3 son sensibles al tratamiento con aciclovir y las presuntas infecciones con RP2
0 RP3 se trataran igual que el VHS-1 de tipo silvestre.

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

No procede. El ensayo clinico se va a realizar en centros hospitalarios en
condiciones controladas para evitar su diseminacion.

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

El primer producto de Replimune (RP1) ha sido asimismo bien tolerado por los
pacientes tratados hasta la fecha dentro del estudio clinico en fase temprana en
pacientes con tumores solidos avanzados. No ha habido ningin indicio de
transmision de RP1 a trabajadores sanitarios ni contactos estrechos de los pacientes
tratados con RP1; incluso si tal transmision llegara a darse, no seria de esperar que
provocara signos ni sintomas clinicos teniendo en cuenta que RP1 esté desactivado
y no es capaz de replicarse de forma productiva salvo en los tumores. Se prevé que
la biodistribucién y los patrones de excrecion de RP2 no sufran cambios por la
expresion adicional de anti-CTLA-4.

Mientras se estan evaluando datos de pacientes correspondientes a RP2, se han
evaluado la biodistribucion y la excrecion de RP2 dentro de un programa no clinico.
Los resultados de un estudio de administracion de dosis repetidas de RP2 por via
intratumoral en dosis de hasta 2,5 x 108 UFP/raton (12,5 x 10” UFP/kg) indican que
es bien tolerado en este modelo de tumor, sin que se observaran mortalidad ni efectos
adversos significativos. Si bien los analisis de biodistribucion en otros puntos
temporales se encuentran en curso, a las 24 horas y los 7 dias después de la tltima
administracion, RP2 se detectaba principalmente en el tumor A20 o en la piel tanto
a dosis bajas (5 x 10°%) como a dosis altas (5 x 107). Los niveles detectados en el
tumor son indicativos de niveles altos de replicacion virica. Ningun otro tejido fue
positivo a la dosis de 5 x 10°. A la dosis alta, se detectaron niveles bajos de virus
RP2 de forma intermitente en un pequefio nimero de tejidos soélidos. En los puntos
maés tardios, los tejidos positivos se detectaban por lo general en el mismo animal.
Cinco muestras de tejidos nerviosos (de cerebro, nervio mediano y médula espinal
torécica) dieron resultado positivo 24 horas después de la Gltima administracion de
RP2, pero todas salvo 3 muestras eran negativas 7 dias después de la ultima
administracion. Hasta el momento, no se ha detectado ninguna muestra con
excrecion positiva.

RP3 es el tercer producto de Replimune y se ha evaluado en estudios con animales,
entre ellos dos estudios de eficacia intratumoral en ratones portadores de tumor A20
(linfoma linfocitico B de raton) y un estudio BPL de toxicologia y biodistribucién a
dosis repetidas, con RP3 administrado por via i.t. a ratones portadores de un tumor
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A20 y por via SC en ratones sin tratar. Ademas, en un estudio no-BPL se comparo
la toxicidad de RP3 (la version humana) tras la administracion por via i.t. de dosis
repetidas en el modelo tumoral A20 de raton. También se incluy6 un grupo mRP3
(RP3 de ratdn), ya que mRP3 se ha utilizado en estudios previos con animales. El
modelo A20 es el modelo de tumor de raton mas sensible al VHS y tiene la ventaja
de que utiliza la via de dosis clinica propuesta, lo que permite la replicacion viral
del RP3y la expresion de los genes introducidos en el tumor.

El objetivo principal de este estudio BPL era examinar la toxicidad y la
biodistribucién de RP3 murino (mRP3) por via intratumoral en ratones portadores
de tumor singénico A20 y por via subcutanea (SC) en ratones no portadores de
tumor, mediante analisis qPCR de tejidos murinos para detectar la presencia de ADN
de mRP3.

Todos los animales a los que se les inyectd por via SC sobrevivieron hasta su
sacrificio programado. Todos los animales a los que se les inyectd por via i.t.
sobrevivieron hasta su sacrificio programado. De una evaluacién general de la
biodistribucién de RP3 a los tejidos corporales y de la excrecion viral de mRP3 se
desprende que, tras la administracion por via i.t., el virus mRP3 se retiene en el
tumor y en la piel circundante. No se observé una distribucion significativa a otros
tejidos, y solo se observé un numero bajo de copias del virus en la dosis mas alta
administrada en un pequefio nimero de tejidos en los primeros puntos temporales.
Los niveles detectados en las muestras de tumor son indicativos de la replicacion
viral. Los datos de biodistribucion por via SC muestran altos positivos para el lugar
de dosificacion en la mayoria de los animales y bajos positivos para la piel, los
ganglios linfaticos inguinales y esporadicamente otros tejidos.

Debido a la leve gravedad de los hallazgos y a la falta de impacto en la salud y el
bienestar de los animales a los que se administrd 1,0 x 10° UFP/dosis de mRP3
mediante inyeccion intratumoral, y de los animales a los que se administrd
2,5 x 108 UFP/dosis mediante inyeccion subcutanea, los efectos para estas dosis se
consideraron no adversos. Asi pues, la dosis méxima sin efecto adverso observado
(NOAEL) es de 1,0 x 10° UFP/dosis de mRP3 mediante inyeccion intratumoral y de
2,5 x 10° UFP/dosis de mediante inyeccion subcutanea.

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): Primates

i) Familia (plantas):

iii)  Género: Homo

iv)  Especie: Homo sapiens

V) Subespecies:

vi)  Cepa:
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vii)  Cultivar/Linea de reproduccion:

viii) Patovar:

iX)  Nombre vulgar: Humanos

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

RP2 (rHSV-1/hGM-CSF/GALV-GP-R-/ahCTLA-4) y RP3 (rHSV-1/GALV-GP-R-
/ahCTLA-4/hCD40L/h4-1BBL) son VHS-1 de replicacion selectivamente
competente.

RP2y RP3
La expresion de GALV-GP R- provoca la formacion de fusiones celulares (sincitio)

en las células tumorales infectadas mediante la union al receptor PiT-1, expresado
de forma constitucional, a GALV. Esto provoca la muerte de las células debido a la
fusion de las membranas (Bateman et al. 2000; Simpson et al. 2006) y también se
pretende que aumente la diseminacion del virus por el tumor. Como RP2 se replica
selectivamente en las células que se dividen rapidamente, como el tejido tumoral, se
minimiza la expresion de GALV-GP R- en los tejidos normales. Se cree que la
destruccion oncolitica de las células tumorales provoca la liberacion de antigenos
asociados al tumor que se pretende activen una respuesta inmune antitumoral.

La expresion de una molécula similar a un anticuerpo ah-CTLA-4 interfiere con la
interaccion de CTLA-4 (expresado en un subconjunto de células T activadas) con
B7 (CD80 / CD86) moléculas en células presentadoras de antigeno profesionales.
Esto tiene la intencidn de resultar en activacion mejorada de las células T debido al
bloqueo de la inhibicion mediada de otro modo por la interaccion CTLA-4/ B7. La
activacion mejorada de células T antitumorales resultante, proliferacion e
infiltracion de linfocitos en los tumores, estd destinada a conducir a efectos
antitumorales locales y sistémicos mejorados. Expresion intratumoral del También
se esperaria que la molécula similar a un anticuerpo anti-CTLA-4 humano redujera
toxicidad en comparacion con la administracion sistémica de un anticuerpo anti-
CTLA-4 humano.

Se pretende que este efecto se vea aln mas aumentado gracias a la muerte celular
asociada a la fusion mediada por GALV-GP R-, que también provoca la produccion
de muerte celular altamente inmunogénica (Bateman et al. 2002), que también se
espera que contribuya a este efecto inmunitario. La respuesta inmune generada
podria entonces llevar a la destruccién inmune de tumores distantes que no han
recibido inyeccion, y/o retraso en la progresion de tumores distantes, y/o como
vacuna contra la recidiva. Se espera que todos estos factores conlleven una mejoria
en el beneficio clinico.

RP2

Insercion de GM-CSF: una citoquina que forma parte de la respuesta
inmune/inflamatoria, y actda induciendo la proliferacion y diferenciacion de ciertos
tipos de células inmunes, por ejemplo los granulocitos (neutrofilos, eosinéfilos y
basofilos) y los monocitos. Se cree que la destruccion oncolitica de las células
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tumorales provoca la liberacion de antigenos asociados al tumor que se pretende
activen una respuesta inmune antitumoral, adicionalmente potenciada por GM-CSF.

RP3

CD40L se une al receptor CD40 presente en células presentadoras de antigenos
como las células dendriticas y los macréfagos. La interaccion CD40L-CD40 da
lugar a la maduracion de las células dendriticas, que se espera que se traduzca en
una mayor presentacion cruzada de antigenos tumorales a los linfocitos T CD8+ .
Las células dendriticas maduras activan adicionalmente los linfocitos T CD8+ al
aumentar la expresién de moléculas coestimuladoras del sistema inmunitario, lo
que se espera que se traduzca en una mejor respuesta antitumoral y formacién de
memoria inmunoldgica (Elgueta et al. 2009).

4-1BBL se une al receptor de sefializacion coestimuladora 4-1BB presente en los
linfocitos T CD8+ . La unién 4-1BBL-4-1BB da lugar a la activacién de vias de
sefializacion que inducen la expresion de genes de supervivencia y reducen la
expresion de genes proapoptoticos, lo que se espera que favorezca la activacion y
la supervivencia de los linfocitos T CD8+ asi como una mayor produccién de
citocinas para aumentar la inmunidad antitumoral (Vinay and Kwon 2012).

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

La competencia con el VHS-1 de tipo silvestre u otras especies no humanas en el
medioambiente no es posible, ya que el virus necesita estar dentro de células
humanas para replicarse.

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:

RP2 y RP3 se han modificado de forma que la replicacién se da de forma selectiva
en las células tumorales en la poblacion humana diana. Por lo tanto, es improbable
que aumente su competitividad o su capacidad invasiva.

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

La liberacion intencional de RP2 o RP3 no afectara a ningin ecosistema, ya que RP2
y RP3 se desactivan facilmente fuera de su huésped humano.
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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 taxdn superior (animales):

i)Familia (plantas):

iii) Género:

iv) Especie:

V) Subespecie:

vi) Cepa:

vii) Cultivar/linea de reproduccion:

viii) Patovar

iX) Nombre vulgar:

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo

a) Desde el OMG a otros organismos del entorno donde se realiza la liberacion
intencional

No es posible que ni RP2 ni RP3 restauren espontdneamente la patogenicidad
mediante, por ejemplo, la recuperacion de ICP34.5, ya que ICP34.5 no esta presente
en las celulas utilizadas para la produccion de las reservas virales.

La recombinacion homologa puede ocurrir de forma espontanea entre los genomas
de cepas diferentes de VHS-1 si ambas cepas se estan replicando en la misma célula.
No obstante, es muy poco probable que pueda haber recombinacion entre RP2 o
RP3 y VHS-1 de tipo silvestre, ya que eso implicaria que una misma célula se ha
infectado simultdneamente con RP2 o RP3 y con VHS-1 de tipo silvestre. Es de
esperar que el VHS-1 de tipo silvestre se encuentre solamente en las calenturas o en
otros lugares con infeccion activa de VHS, y ni RP2 ni RP3 se administran en esos
lugares, sino en tumores. Ni RP2 ni RP3 son capaces de replicarse y diseminarse de
forma eficaz en el tejido normal, y es muy poco probable que RP2 o RP3 estén
presentes y replicandose en el mismo tejido que el VHS-1 de tipo silvestre. EI VHS-
1 puede entrar en latencia en los ganglios neuronales. No obstante, la latencia no
estd asociada a replicacion viral y, por lo tanto, incluso si RP2 o RP3y VHS-1 de
tipo silvestre llegaran a estar ambos presentes en los ganglios espinales, lo que es
poco probable, no habria recombinacion, ya que para el proceso de recombinacion
es necesario que haya replicacion.

Se ha demostrado experimentalmente que la recombinaciébn no homologa
(recombinacion entre regiones diferentes de los dos genomas del VHS-1) no ocurre
a niveles detectables entre cepas de VHS (Smith et al. 2003). Por lo tanto, incluso si
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RP2 0 RP3y el VHS-1 de tipo silvestre estuvieran presentes y replicandose en una
misma célula y hubiera recombinacidn, ésta seria homdloga, lo que significa que
cualquier transferencia de ADN entre RP2 0 RP3 y el VHS-1 de tipo silvestre se
daria desde o hasta la misma ubicacion genética. Por lo tanto, la transferencia
recombinante de este casete a una cepa de tipo silvestre se haria en el locus de
ICP34.5, lo que acarrearia la delecién del gen ICP34.5. Esto significa que, en
términos de capacidad replicativa, los virus resultantes quedarian inhabilitados de
forma similar a RP2 o RP3 (y por lo tanto tendrian una desventaja evolutiva en
relacion con la poblacion de VHS-1 de tipo silvestre). El rango de huéspedes, la
susceptibilidad a los agentes antivirales y la susceptibilidad a los métodos de
inactivacion fisica o quimica serian también iguales a los de las cepas parentales.
Por lo tanto, cualquier variante genética que pudiera, tedricamente, crearse en
eventos de recombinacion no conllevaria ningin cambio en el riesgo
medioambiental. La recombinacion, homdloga o no homdloga, solo puede ocurrir
dentro de las células del huésped. No es posible que haya recombinacion entre virus
en el entorno, tal y como puede suceder con las bacterias.

b) De otros organismos al OMG:

Competencia con especies existentes: RP2 y RP3 serian incapaces de competir con
las cepas existentes del VHS-1 de tipo silvestre, ya que se ha eliminado el gen
ICP34.5, que es necesario para la patogenicidad del virus y para que el virus pueda
replicarse de forma eficaz en el tejido normal.

C) Consecuencias probables de la transferencia de genes:

RP2 y RP3 se han construido eliminando los genes ICP34.5 y ICP47. Con estas
deleciones, se han eliminado el factor de neurovirulencia y el inhibidor de
presentacion de antigenos. Por lo tanto, no se espera que haya ninguna consecuencia
en caso de transferencia genética.

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

Hay muchos estudios que indican que la patogenicidad del VHS-1 con delecion del
gen ICP34.5 se ve atenuada sustancialmente en animales y humanos (Harrington et
al. 2010; Harrow et al. 2004; Hu et al. 2006; Hunter 1999; Mace 2008; MacKie
2001; Papanastassiou 2002; Perng et al. 1995; Rampling et al. 2000; Senzer 2009;
Valyi-Nagy et al. 1994; Varghese 2001; Whitley 1993).

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

No procede, ya que RP2 y RP3 son susceptibles a la deshidratacion fuera de su
huésped humano. Por lo tanto, no es de esperar que afecten a la biogeoquimica
ambiental.

H. Informacidn sobre el seguimiento
1. Meétodos de seguimiento de los OMG
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Se ha desarrollado una técnica qPCR para la deteccion y cuantificacion de RP2 y
RP3 con el objetivo tanto de analizar la calidad del producto como de vigilar la
presencia de RP2 o RP3 tras su administracion.

Es improbable que RP2 o RP3 se dispersen mas alld del lugar de liberacion
intencional. Se preve utilizar RP2 y RP3 en centros médicos para el tratamiento de
pacientes con cancer. El lugar de inyeccion se cubre con un aposito oclusivo para
mitigar el posible riesgo de transferencia de RP2 o RP3 a terceros. Se espera que los
procedimientos de manejo y la eliminacion aseguren la improbabilidad de que RP2
0 RP3 acaben en el aire, el agua o el suelo en el punto de liberacion intencional.

Las muestras de los participantes del estudio que contengan el OMG administrado
se obtienen y envian el mismo dia al PPD (laboratorio central). No se prevé el
almacenamiento de muestras en los centros médicos.

Las muestras que se van a evaluar son las siguientes: sangre, orina, hisopos de
saliva/mucosa oral, el lugar de inyeccion y el exterior del apdsito, ademas de
recogerse muestras para detectar una posible infeccion herpética.

2. Meétodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

Es improbable que RP2 0 RP3 se establezcan en el medioambiente, ya que el VHS-
1 se inactiva facilmente fuera de su huésped humano. Ademéas, RP2 y RP3 se
utilizardn en un entorno clinico controlado y no tendran ninguna interaccién con
otros OMG. La via principal de excrecion en el lugar de inyeccion. Los lugares de
inyeccion se cubrirdn con apositos oclusivos inmediatamente tras la inyeccion. Los
apositos se sustituiran cuando sea necesario hasta la siguiente visita del ensayo. Para
mas informacion sobre los datos de biodistribucion relativos a la excrecion desde el
aposito oclusivo, remitase a la seccion B.10.a.

3. Métodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del OMG a
otros organismos

Remitase a la seccidn E.4 para mas informacion.

4. Tamafo del area de seguimiento (m2)

El tamafio de cada uno de los centros que siguen a los pacientes varia. No obstante,
alli donde se administre se seguiran las politicas del centro para mantener al minimo
la contaminacion.

Medidas de seguridad: Cada dosis se administrara IT usando una o varias jeringas
adecuadas. La administracion se realizara en centros hospitalarios y correra a cargo
de profesionales de la salud experimentados y familiarizados con los productos de
terapia génica, y con formacion adecuada en los procedimientos de higiene y normas
relativas a la seguridad y manejo de materiales infecciosos. El equipo de proteccion
individual (EPI) incluira bata de laboratorio y guantes, que se llevaran siempre que
haya posibilidad de contacto directo de la piel con el virus. Se recomienda llevar
proteccion ocular o mascarilla por si acaso se dan salpicaduras. Todo el personal
que maneje el OMG con objetos cortopunzantes tendra formacion médica y gran
experiencia en las técnicas pertinentes. Como el(los) ensayo(s) se realizard(n) en
hospitales, el personal médico y farmacéutico tiene experiencia en técnicas de
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manejo seguro de agujas para preparar, administrar y desechar los medicamentos,
asi como en la toma de muestras con objetos cortopunzantes.

El producto que no se haya utilizado, los materiales de contacto y los residuos se
deben desechar en recipientes para residuos bioldgicos o inactivar con calor. Una
temperatura superior a 56°C durante 30 minutos elimina la infectividad. Ademas,
RP2 y RP3 también se inactivan facilmente con solventes liquidos o exposicién a
pH extremos, y también pueden inactivarse siguiendo los procedimientos del centro.

RP2y RP3 son sensibles a los métodos comunes de inactivacién, tal como cualquier
agente quimico (solventes lipidicos y detergentes suaves) o inactivacion fisica
(deshidratacion, calor, pH bajo) que afecte a la envoltura, lo que reduce su
infectividad. RP2 y RP3 son muy susceptibles a la deshidratacion y se inactivan
rapidamente fuera de su huésped, y son susceptibles a medicamentos antiviricos, tal
como aciclovir.

Duracion del seguimiento

La duracion, desde el momento en que se inicie el procedimiento de administracién
de la jeringa de dosificacion hasta completar el procedimiento de inyeccion, sera de
aproximadamente 2 horas. Para ver el tiempo de seguimiento de los pacientes
después de la administracién del OGM, remitase a la seccion 6.

Frecuencia del seguimiento

Tabla 2: Puntos temporales para la deteccion de los niveles del virus RP3 en
sangre, orina, hisopos con saliva/mucosa bucal, muestras del lugar de
inyeccion y del exterior del apdsito, y lesiones con aspecto herpético mediante
gPCR en el estudio RPL-004

Estudio y fasesy | Muestras Puntos temporales
partes
RPL-004 Saliva/mucosa Se recogeran muestras de sangre, orina
bucal y saliva/mucosa bucal con la primera,
Sangre segunda y tercera inyecciones de
RP2/RP3 en los siguientes puntos
Orina temporales: antes de la dosis, a las
Lugares de 6 horas (x2 horas), a las 21 horas (£ 3
inyeccion y _horas)_y a las 48 horas (£ 6 horas), e
apésitos del lugar mmgd!atam_epte antes  de la
. - administracion de la cuarta hasta la
de inyeccion

octava dosis (solo en el primer ciclo de
RP2/RP3).

Se recogeran muestras del lugar de
inyeccion y del exterior de los apositos
con la primera, segunda y tercera
inyeccion de RP2/RP3 en los
siguientes puntos temporales: antes de
la dosis (nota: en este momento no hay
aposito exterior), a las 6 horas
(x2 horas), a las 21 horas (3 horas) y
a las 48 horas (x6 horas) y también
antes de la administracion de la cuarta
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hasta la octava dosis (solo en el primer
ciclo de RP2/RP3).

Lesiones de Se recogeran muestras (hisopos de la
apariencia zona con sospecha de infeccién) en
herpética cualquier momento en que exista

alguna sospecha de infeccion virica
relacionada con RP2 como pueden ser
erupciones vesiculares u otros signos
de infeccion por virus del herpes.

Las muestras y el calendario de evaluaciones respetan el documento guia de la FDA
para el disefio y analisis de estudios de excrecion para terapias génicas y productos
oncoliticos basados en virus o bacterias (FDA Guidance for Industry — Design and
Analysis of Shedding Studies for Virus or Bacteria-Based Gene Therapy and
Oncolytic Products, 2015) y las consideraciones generales del ICH para gestionar
virus 'y excrecion viral (ICH Considerations General Principles to Address Virus and
Virus Shedding).

La duracion del estudio sera la siguiente: periodo de seleccion de 28 dias, periodo
de tratamiento de 25 semanas y seguimiento de los pacientes en los dias 30, 60 y
135 tras la dltima dosis del farmaco del estudio.

. Informacién sobre el tratamiento posliberacién y el tratamiento de
residuos

1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

Todos los viales y las jeringas, usados o no, utilizadas para la administracion de RP2
0 RP3 deberan eliminarse siguiendo la politica del centro. Una vez finalizada la
administracion, todos los productos desechables, como agujas, jeringas y equipo de
proteccion individual (EPI) se eliminardn en contenedores de objetos
cortopunzantes o contenedores amarillos para desechos patologicos para su
incineracion. La ropa de cama se lavara siguiendo la politica del centro. La zona
donde se trata al paciente se descontaminara tal y como indiquen los procedimientos
de limpieza del centro. Las superficies de trabajo y los materiales que puedan estar
en contacto con RP2 o RP3 se descontaminaran con desinfectantes adecuados (como
hipoclorito sodico), de acuerdo con los procedimientos de higiene del
hospital/centro.

El producto que no se haya utilizado, los materiales de contacto y los residuos se
deben desechar en recipientes para residuos biol6gicos o inactivar con calor. Una
temperatura superior a 56°C durante 30 minutos elimina la infectividad. Ademas,
RP2 y RP3 también se inactivan facilmente con solventes liquidos o exposicién a
pH extremos, y también pueden inactivarse siguiendo los procedimientos del centro.

RP2 y RP3 son sensibles a los métodos comunes de inactivacion, tal como cualquier
agente quimico (solventes lipidicos y detergentes suaves) o inactivacion fisica
(deshidratacion, calor, pH bajo) que afecte a la envoltura, lo que reduce su
infectividad. RP2 y RP3 son muy susceptibles a la deshidratacion y se inactivan
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rapidamente fuera de su huésped, y son susceptibles a medicamentos antiviricos, tal
como aciclovir.

2. Tratamiento del OMG tras la liberacién

Remitase a la seccién 1.3.b, méas abajo.

3. a) Tipoy cantidad de residuos producidos

Los desechos generados con la administracion consistiran en:

e Vialesy agujas usados

e Torundas usadas y materiales asociados utilizados para limpiar la zona de
inyeccion

e Apdsitos usados que se aplican al lugar de inyeccion

e Equipo de proteccién individual (EPI) utilizado desde el inicio del
procedimiento (es decir, la administracion de RP2 o RP3) y cuando se
sustituya o retire el apdsito.

La cantidad esperada de desechos puede variar, pero se anticipa que habra un gran
namero en cada centro.

3. (b) Tratamiento de residuos

RP2 y RP3 son sensibles tanto a la inactivacion fisica (deshidratacion, calor, pH
bajo) como a los desinfectantes (solventes lipidicos y detergentes suaves), que los
inactivan de forma répida.

Como RP2 y RP3 se administraran en un centro médico, los desechos producidos
en el centro se eliminaran de acuerdo con las practicas estandares del centro para la
eliminacién de residuos biopeligrosos.

La hoja informativa para pacientes que se da a cada uno de los sujetos del estudio
recomienda que los apositos sucios se lleven al centro del estudio en la siguiente
visita para su eliminacion. Se pedira a los sujetos que cualquier otro ap6sito, guantes
desechables o bolsas resellables que se les dé se traten de acuerdo con unas
directrices especificas para minimizar el riesgo de exposicion accidental en el
entorno.

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 autoinoculacién accidental, se recomienda aumentar el sangrado de la
herida. Se debera avisar al responsable de salud laboral del hospital. Los incidentes
y accidentes se notificaran a las autoridades regionales o nacionales siguiendo las
normativas pertinentes.

En caso de exposicion accidental debida a salpicadura a los 0jos o las membranas
mucosas, se deberda lavar la zona con agua limpia en grandes cantidades durante al
menos 15 minutos. En caso de exposicion en la piel abierta o por pinchazo con aguja,
se debera lavar exhaustivamente la zona con agua y jabon, o usar un desinfectante
para piel. La persona debera someterse a vigilancia médica para detectar cualquier
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signo de infeccion. Se podra administrar aciclovir u otros farmacos antivirales
similares de forma profilactica.

El tratamiento estandar para el VHS-1 de tipo silvestre diseminado es aciclovir
intravenoso. RP2y RP3 son sensibles al tratamiento con aciclovir y las presuntas
infecciones se trataran igual que el VHS-1 de tipo silvestre.

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

Todos los profesionales sanitarios que participen en la administracion contaran con
formacion relativa a las practicas de seguridad para evitar la liberacién accidental
del producto en el medioambiente, y se cefiiran a ellas. Las superficies de trabajo y
los materiales que puedan estar en contacto con RP2 o0 RP3 se descontaminaran con
desinfectantes adecuados (como hipoclorito sodico), de acuerdo con los
procedimientos de higiene del hospital/centro. En caso de vertido accidental, el
centro seguira sus propios procedimientos de limpieza. Los vectores derivados del
VHS, como RP2 y RP3, son sensibles a los métodos comunes de inactivacion que
se aplican a los agentes microbianos (Baldo et al. 2013). El producto que no se haya
utilizado, los materiales de contacto y los residuos se deben desechar en recipientes
para residuos bioldgicos o inactivar con calor. Una temperatura superior a 56 °C
durante 30 minutos elimina la infectividad. Ademéas, RP2 y RP3 también se
inactivan facilmente con solventes liquidos o exposicion a pH extremos, y también
pueden inactivarse siguiendo los procedimientos del centro.

RP2y RP3 son sensibles a los métodos comunes de inactivacion, tal como cualquier
agente quimico (solventes lipidicos y detergentes suaves) o inactivacion fisica
(deshidratacion, calor, pH bajo) que afecte a la envoltura, lo que reduce su
infectividad. RP2 y RP3 son muy susceptibles a la deshidratacion y se inactivan
rapidamente fuera de su huésped, y son susceptibles a medicamentos antiviricos, tal
como aciclovir.

El equipo de proteccién individual (EPI) incluira bata de laboratorio y guantes, que
se llevaran siempre que haya posibilidad de contacto directo de la piel con el virus.
Se recomienda llevar proteccion ocular o mascarilla por si acaso se dan salpicaduras.

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

Es improbable que RP2 o RP3 se establezcan en el entorno, ya que el VHS-1 se
inactiva facilmente fuera de su huésped humano. Ademas, RP2 y RP3 se utilizaran
en un entorno clinico controlado y no tendran ninguna interaccion con otros OMG.
La via principal de excrecién en el lugar de inyeccién. Los lugares de inyeccion se
cubriran con apositos oclusivos inmediatamente tras la inyeccion.

Los apésitos se sustituiran cuando sea necesario hasta la siguiente visita del ensayo.
Ni RP2 ni RP3 infectan plantas ni afectan al entorno biogeoquimico. No se tiene
conocimiento de que el VHS-1 tenga capacidad para la zoonosis y es raro que los
herpesvirus provoquen infecciones en otras especies.

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

En caso de autoinoculacién accidental, se recomienda aumentar el sangrado de la

herida. Se debera avisar al responsable de salud laboral del hospital. Los incidentes
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y accidentes se notificaran a las autoridades regionales o nacionales siguiendo las
normativas pertinentes.

En caso de exposicion accidental debida a salpicadura a los 0jos o las membranas
mucosas, se debera lavar la zona con agua limpia en grandes cantidades durante al
menos 15 minutos. En caso de exposicién en la piel abierta o por pinchazo con aguja,
se debera lavar exhaustivamente la zona con agua y jabon, o usar un desinfectante
para piel. La persona deber& someterse a vigilancia médica para detectar cualquier
signo de infeccién. Se podra administrar aciclovir u otros farmacos antivirales
similares de forma profilactica.

El tratamiento estandar para el VHS-1 de tipo silvestre diseminado es aciclovir
intravenoso. RP2 y RP3 son sensibles al tratamiento con aciclovir y las presuntas
infecciones se trataran igual que el VHS-1 de tipo silvestre.

El producto que no se haya utilizado, los materiales de contacto y los residuos se
deben desechar en recipientes para residuos bioldgicos o inactivar con calor. Una
temperatura superior a 56 °C durante 30 minutos elimina la infectividad. Ademas,
RP2 también se inactiva facilmente con solventes liquidos o exposiciéon a pH
extremos, y también puede inactivarse siguiendo los procedimientos del centro.
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