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) Numero de la notificacion: B/ES/20/18

c) Fecha del acuse de recibo de Ia
notificacion: 16/12/2020

d) Titulo del proyecto: Ensayo clinico V938-001 titulado: Estudio clinico de fase 1/1b
abierto de la administracion intratumoral/intralesional de V938 en combinacién
con pembrolizumab (MK-3475) en participantes con neoplasias malignas
avanzadas/metastasicas o recurrentes.

e) Periodo propuesto para la liberacion: Desde el 02-Abril-2021 hasta el 15-Abril-
2024

2. Notificador

Nombre de la institucion o empresa: Merck Sharp & Dohme Corp., a subsidiary of
Merck & Co., Inc.

3. Definicion del OMG
El nombre del organismo modificado genéticamente (OMG) es V938.
A continuacion, se expone la nomenclatura a utilizar en este documento:

- El organismo donante: el organismo del cual derivan las secuencias que codifica el
OMG.

- El organismo receptor: Virus de la Enfermedad de Newcastle (VEN), cepa
lentogénica no patégena LaSota L289A

a) Indiquese si el OMG es:
Viroide
Virus ARN

Virus ADN

O 0O X O

Bacteria
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Hongo []
Animal []
- mamiferos []
- insectos []
- peces []
- otro animal [ ] especifique el phylum y la

clase

Otro, especifiquese (reino, phylum y clase)
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b) Identidad del OMG (género y especie)

Orden: Mononegavirales

Familia: Paramyxoviridae

Género: Orthoavulavirus

Especie: Orthoavulavirus aviar tipo 1

Cepa: Cepa lentogénica no patogena LaSota L289A

El OMG es el virus de la enfermedad de Newcastle (VEN) recombinante de la cepa
lentogénica LaSota modificado para codificar la interleucina (IL)-12 humana y la
mutacion L289A en la proteina de fusion (F).

El OMG esté orientado a fines terapéuticos para tratar tumores mediante un doble
mecanismo de accion: actividad oncolitica (replicacion y lisis selectiva de tumores)
y actividad inmunoestimuladora (la inducciéon de la secrecion de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas de las células tumorales puede convertir al tumor
inmunoldgicamente frio en un tumor caliente, al reclutar células NK, linfocitos y
macrofagos).

El genoma del VEN estd compuesto por una cadena de ARN monocatenario
negativo (ARNmc-). El genoma ARN del OMG contiene marcos abiertos de lectura
que codifican para 6 proteinas virales diferentes: nucleocapside (NP), fosfoproteina
(P), proteina de matriz (M), proteina F con la mutacion L289A, hemaglutinina-
neuraminidasa (HN), polimerasa viral grande (L) y el transgén con la IL-12 humana
compuesto por la subunidad p40 de la II-12, un conector GGGGGGS vy la
subunidad p35 de la IL-12 humana, el transgén se inserta entre los genes P y M.

Esquema de la estructura de VEN
(Ganar K et al. 2014, Virus Research 184:71-81.)

Estabilidad genética, de acuerdo con el punto 10 de la letra A de la seccion II del
anexo [T A:

La estabilidad genética del OMG se evaltia mediante secuenciacion masiva (next
generation sequencing, NGS) de tres pases de virus (virus passages, VP) en huevos
embrionados durante su fabricacion: desde la semilla de virus pre-maestra (VP1) a
la semilla de virus maestra (VP2) al lote de produccion del medicamento (VP3).Se
secuenciaron 2 lotes de medicamento, asi como la semilla de virus maestra (Master
Virus Seed, MVS) empleada como semilla viral para la produccion de los lotes de
medicamento. Con el ARN viral extraido de las muestras, se prepararon las
bibliotecas de paried-end (secuenciacion realizada desde ambos extremos de las
moléculas) utilizando el kit de TruSeq RNA de Illumina, cada libreria se indexa de
manera dual y tnica. Las librerias se secuencian con el kit MiSeq de Illumina y
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posteriormente se realiza la deteccion del adaptador o recorte de bases con baja
calidad, siguiendo el criterio estdndar de >80% de bases con una puntuacion de
calidad >Q30. La profundidad de cobertura obtenida fue >10.000 para la pre-MV'S
y >100.000 para el conjunto de los lotes de las MVS fabricadas bajo GMPs.

Las secuencias consenso del todo el genoma en todos los lotes evaluados fueron
idénticas a la de la semilla del virus pre-maestra de referencia. Tal como cabe
esperar de un virus ARN, mediante secuenciacion masiva (NGS) se detectaron
algunas variantes menores que fueron analizadas. No se observaron coincidencias
con las variantes menores del NCBI GenBank. Ademas, ninguna de estas variantes
tuvo lugar en la proteina F, la principal determinante de la virulencia del VEN
(Dortmans JC et al., 2011).

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

si [ No []

En caso afirmativo, indique el codigo del pais: DK, FR, DE y GB

5. Hanotificado 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:

- Numero de la notificacion:

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

Si[] No X

En caso afirmativo:

- Estado miembro de la notificacion:

- Numero de la notificacion:

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

El VEN es un paramixovirus aviar y, en funcion de la severidad de la enfermedad
en aves, las cepas se clasifican en 3 patotipos: lentogénica, mesogénica y velogénica.
Las cepas lentogénicas producen infecciones subclinicas con efectos respiratorios o
entéricos leves, por lo que muestran una baja virulencia. Las cepas mesogénicas
muestran una virulencia intermedia con una mortalidad moderada (<10%), mientras
que las cepas velogénicas son muy virulentas, con una mortalidad de hasta un 100%.

No hay datos disponibles sobre el impacto ambiental de la liberacion de V938, dado
que el estudio propuesto es el primer estudio en humanos (FTIH, first time in human)
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no se espera que la liberacion voluntaria del OMG sea perjudicial para otros seres
humanos, flora o fauna que se encuentre lejos o cerca del area de liberacion.

La probabilidad de que V938 sea persistente e invasivo en habitats naturales es baja
por las siguientes razones:

Cepa no patdgena: La cepa lentogénica LaSota L289A no es patogena para
su huésped natural (especies de aves) ni para humanos, esto limita la
produccion de progenie de virus infecciosos a los pacientes tratados. La
virulencia en aves esta relacionada con la activacion de la proteina F. Es
necesaria la escision de esta proteina para la infeccion de células. Los virus
lentogénicos tienen un aminodcido monobasico en el sitio de corte de la
proteina F, y se corta extracelularmente por proteinas de tipo tripsina
presentes en los tractos respiratorio e intestinal en las aves. La proteina F del
OMG contiene un sitio de corte monobadsico, por lo que su dispersion es
limitada y no produce infecciones sistémicas en las aves debido a la
incapacidad de las proteasas intracelulares para activar la proteina F. Aunque
los virus se replicaran en las células tumorales del huésped, los nuevos
viriones producidos no son infecciosos debido a que los humanos carecen de
las proteasas necesarias para activar la proteina F de los viriones.

EI OMG no es virulento: la virulencia de las cepas del VEN se mide mediante
el indice de patogenicidad intracerebral (intracerebral pathogenicity index,
ICPI) en pollos de 1 dia de vida (Alexander 2000). En el test ICPI, el virus
diluido se inyecta por via intracerebral en cada uno de los 10 pollos de un
dia de vida nacidos de una parvada libre de patdgenos especificos (SPF,
specific-pathogen free) y estos animales se examinan cada 2-4 horas durante
8 dias. En cada observacion, las aves reciben una puntuacién segin su
estado: 0 si es normal, 1 si esta enferma y 2 si esta muerta. El ICPI es la
puntuacién media por ave y por observacion durante los 8 dias. Dependiendo
del pais, las cepas lentogénicas muestran un ICPI<0,4 o 0,7. E1 OMG tiene
un ICPI=0,00 (USDA Report No. 17-040061), lo que confirma que es una
cepa lentogénica. E1 OMG deriva de la cepa LaSota, aislada de una granja
de gallinas en Nueva Jersey. Desde 1950, la cepa LaSota se usa globalmente
como vacuna, incluyendo su administracion masiva mediante aerosoles a
aves de corral para protegerlas de cepas virulentas del VEN.

Alta estabilidad genética: El OMG V938 es un VEN recombinante que tras
su administracion en el organismo diana se localiza en el citoplasma de la
célula huésped. El VEN es un virus ARN que se replica en el citoplasma.
Carece de cualquier forma intermediaria de ADN, por tanto, no hay
posibilidad de integracion del virus en el genoma del huésped. Este hecho
elimina cualquier riesgo de mutagénesis insercional.

Replicacion selectiva: E1 OMG es un VEN recombinante que se replica
selectivamente en células tumorales. El1 VEN se une a los receptores que
contienen acido sialico, presentes en las células normales y tumorales. La
replicacién de VEN es sensible a la inhibicion de la replicacion mediada por
interferon (IFN). La permisividad del VEN (tanto el LaSota parental como
el vector clinico) para replicarse en las células tumorales se debe a los
defectos o hiporreactividad en las vias de sefalizacion antiviral y de
senalizacion del interferon tipo 1 (IFN-1) y resistencia a la apoptosis en las
células tumorales (revisada en Fournier P y Schirrmacher V, 2013), por lo
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tanto, es menos probable que el VEN se replique de manera permisiva en las
células o tejidos no tumorales del huésped.

- Proceso de fabricacion controlado: Para minimizar la liberacion del virus
recombinante en el medio ambiente, cada OMG se produce en condiciones
de Buenas Practicas de Fabricacion (GMP, Good Manufacturing Practice)
con el manejo del material vivo en las instalaciones de laboratorio
apropiadas. De esta manera se asegura que cualquier liberacion de OMG es
contenida e inactivada, utilizando equipos de un solo uso tanto como sea
posible para evitar la liberacion del material genético modificado al medio
ambiente. Ademas, la administracion del OMG se llevara a cabo en una
estancia con acceso restringido donde cualquier desecho o material utilizado
para la administracion del OMG se esterilizara por autoclave o se incinerara.

- Gestion del ensayo clinico: la liberacion del OMG tendra lugar durante el
transcurso del ensayo clinico donde la administracion del OMG ocurrird en
una instalacion hospitalaria. El personal del estudio serd entrenado en la
preparacion, administracion y limpieza de residuos del OMG para minimizar
la diseminacién y transmision accidental. Los materiales usados durante la
administracion del OMG serdn tratados como desechos biopeligrosos y
eliminados segin los procedimientos de los centros participantes en el
estudio.

- Ruta de administracion en el estudio clinico: ya que la liberacion esta
planeada en el contexto de un ensayo clinico y el OMG sera administrado
intratumoralmente/intralesionalmente a los pacientes, es altamente
improbable que el OMG entre en contacto con el medioambiente.

- Falta de toxicidad: Se han llevado a cabo varios estudios de toxicidad en
ratones en condiciones GLP (Good Laboratory Practices). Los estudios se
llevaron a cabo con NDV-mulL-12, un analogo de V938 que produce la
misma respuesta farmacodinamica in vivo en in vitro, cuyo transgén codifica
para la proteina IL-12 murina, reconocida por los receptores de IL-12 de los
ratones. En los estudios toxicoldgicos en ratones CD-1, mediante
administraciéon de NDV-mulL-12 via subcutanea 1 vez por semana durante
3 semanas o por via intravenosa 1 ¢ 2 veces por semana durante 4 semanas,
se demostr6 que NDV-mulL-12 es bien tolerado y no produce efectos
toxicolodgicos, el tnico hallazgo fue una minima inflamacion cronica en el
sitio de la inyeccion. Otros dos estudios toxicoldgicos llevados a cabo en
ratones C57BI/6 con tumores a los que NDV-mulL-12 se les administr6é por
via intratumoral, se demostrd que era bien tolerado, y unicamente se detectd
una infiltracion linfocitaria minima en el sitio de la inyeccion e hiperplasia
minima en el drenaje de los ganglios linfaticos. El OMG no produce toxinas
y no tiene toxicidad conocida como resultados de los productos de
degradacion ni es un patdgeno obligado u oportunista.

En el presente estudio, ninguna planta o animal es sensible de ser expuesta al OMG,
y es muy poco probable que se infecten plantas o animales. En conclusion, el
potencial para un impacto perjudicial al medioambiente debido a la liberacion del
OMG es insignificante.
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B. Informacion sobre el organismo receptor o sobre los organismos
parentales de los que se deriva el OMG

1. Identificacion del organismo receptor o parental

a) Indiquese si el organismo receptor o parental es:
Viroide []
Virus ARN
Virus ADN
Bacteria
Hongo
Animal
- mamiferos

- insectos

N A I ¢

- peces

- otro animal []

(especifique el phylum y la clase)

Otros, (especifiquense):

2. Nombre

1) Orden y taxon superior (animales): Mononegavirales

i1) Género: Orthoavulavirus

ii1) Especie: Orthoavulavirus aviar tipo 1

iv) Subespecie: NA

v) Cepa: Cepa lentogénica no patégena LaSota L289A

vi) Patovar (biotipo, ecotipo, raza, etc.): Clase I, genotipo II

vii) Nombre vulgar: virus de la enfermedad de Newcastle (VEN)

3. Distribucion geografica del organismo

Las cepas lentogénicas de VEN tienen distribucion mundial.

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

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

Continental

O 0Oododn

Macaronésico

ii) No X

ii1) No se sabe []

c) ¢(Seusa frecuentemente en el pais que notifica?

Si[] No[X]

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

Si[] No[X]

b

Habitat natural del organismo

a) Sies un microorganismo:
Agua
Suelo, en libertad
Suelo, en simbiosis radiculares de plantas

En simbiosis con sistemas foliares o caulinares
de plantas

I I W B I O

En simbiosis con animales
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Otros, (especifiquense): Aves

El huésped natural del VEN son las especies aviares. La cepa LaSota es poco
virulenta de forma natural y se usa globalmente como vacuna desde 1950,
incluyendo su administracion masiva mediante aerosoles. Esta cepa se aislo de
bandadas no vacunadas de regiones en las que LaSota era usada de forma
predominante para vacunar a las aves de corral (Ayala AJ et al., 2016).

b) Sies un animal, habitat natural o ecosistema agricola habitual:

No aplica.

5. a) Técnicas de deteccion

El organismo receptor puede ser detectado mediante reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (Q-PCR, quantitative polymerase chain reaction) de ARN
viral.

5. b) Técnicas de identificacion

La Q-PCR de ARN viral mencionada en B.5 (a) también permite la identificacion
del organismo receptor. E

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

si X No []

En caso afirmativo, especifiquese:

En términos de clasificacion de riesgo, el virus de la enfermedad de Newcastle es
considerado como un agente bioldgico del grupo 2, segun la clasificacion de la
Comunidad Economica Europea para la proteccion de los trabajadores frente a los
riesgos relacionados con la exposicion a agentes biologicos (Directiva 2000/54/CE).
La designacién del grupo de riesgo 2 aplica a agentes que pueden causar
enfermedades humanas y pueden constituir un riesgo para los trabajadores, aunque
es poco probable que se propague a la comunidad y para los cuales la profilaxis y
los tratamientos disponibles son normalmente efectivos.

No obstante, el organismo receptor (cepa LaSota L289A), no esta especificamente
clasificado por la directiva de la Comunidad Econémica Europea, que detalla que
las cepas clasificadas como no patdgenas para los trabajadores, quedan excluidas de
esta clasificacion. Debido a que la cepa LaSota no es patogena para su huésped
natural (especies de aves) ni para el humano, el OMG no supondria un riesgo para
la salud humana.

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

Si| | No[X] No se sabe [_]
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LaSota es una cepa lentogénica del VEN que puede producir sintomas respiratorios
leves en las especies aviares.

En humanos, el VEN puede producir conjuntivitis autolimitada y sintomas no
especificos similares a los de una gripe (Nelson et al., 1952; Evans AS, 1955). Estos
casos se dan entre personas que trabajaban con aves de corral donde se producen
brotes de la enfermedad de Newcastle, o bien en aquellos trabajadores expuestos a
VEN lentogénicos en las industrias de fabricacion de vacunas.

En caso afirmativo

a) ¢Para cudl de los organismos siguientes?:

humanos []
animales []
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 IIT A de la Directiva 2001/18/CE.

. Informacién sobre reproduccion

a) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales: N/A

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

¢) Modo de reproduccion

Sexual [_] Asexual [_]
N/A

d) Factores que afectan a la reproduccion: N/A

. Capacidad de supervivencia

a) Capacidad de formar estructuras que favorezcan la supervivencia o el letargo N/A
1) Endosporas ]
i) Quistes
1i1) Esclerocios
v) esporas asexuales(hongos)

V) esporas sexuales (hongos)

OO dodn

vi)  huevos

Pagina 10 de 37




vil)  pupas []
viii)  larvas []

1X) otras (especifiquense)

b) Factores pertinentes que afectan a la capacidad de supervivencia

La cepa LaSota se usa globalmente como una vacuna en aves de corral, es por ello que la
supervivencia de LaSota presente en los excrementos de dichas aves se ha evaluado en distintas
instalaciones. Frolich et al. publicaron que “el tiempo de supervivencia del virus VEN (LaSota)
en los excrementos de aves fue en verano (invierno) de 22 y 18 dias (26 y 36 dias) en 2 jaulas,
de 14 y 18 dias (36 y 33 dias) en 2 corrales, y de 8 dias (54 y 68 dias) en 2 sistemas de
almacenamiento por caida. A la semana de permanencia en las jaulas en bateria tras el
almacenamiento en los sistemas de almacenamiento por caida, después de 47 o 50 dias, el VEN
(LaSota) no pudo aislarse. Con respecto a los factores ambientales, el pH y el contenido en
materia seca influyeron significativamente en el efecto térmico atribuible al proceso de
inactivacion” (Frolich et al., 1992). Afirmaron que las temperaturas mas frias del invierno
aumentaban el tiempo de supervivencia del VEN (LaSota) en hasta 18 dias. En verano, las heces
frias y secas bajaban el pH y el virus sobrevivia 3 semanas.

Al evaluar la estabilidad del VEN LaSolta, Rani et al. (Rani et al., 2014) comprobaron que dicha
cepa no es infectiva por encima de los 42°C y que es inestable por encima de los 72°C. Sin
embargo, el efecto del pH es minimo, siendo estable incluso a un pH 2.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) proporciona una guia de desinfectantes para
inactivar el VEN para todos sus patotipos (OIE, 2013).

Temperatura: Inactivado a 56°C/3 horas o 60°C/30
minutos.

pH: Inactivado a pH 4cido < 2.

Quimicos/Desinfectantes: Sensible al éter; inactivado por

formalina, fenoles y agentes oxidantes
(e.g. Virkon®); clorhexidina,
hipoclorito de sodio (6%).
Supervivencia: Sobrevive durante largos periodos a
temperatura ambiente, especialmente
en heces.

Estos factores aplican, por tanto, al organismo receptor y al OMG.

10. a) Vias de diseminacién

El virus de la enfermedad de Newcastle puede diseminarse por aerosoles y se ha demostrado que
se transmite de manera efectiva por contacto directo con las secreciones de las aves infectadas y
por el equipamiento agricola contaminado.

La transmision entre humanos no ha sido demostrada. Ademas, la cepa LaSota tiene una proteina
F lentogénica que solo puede activarse por escision extracelular realizada por proteasas como la
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tripsina presentes en el tracto respiratorio e intestinal en aves de corral. Por tanto, la diseminacion
o propagacion de la cepa LaSota es limitada y no desencadena en infeccion sistémica en las
especies aviares debido a la imposibilidad de las proteasas intracelulares de activar la proteina F.

10. b) Factores que afectan a la diseminacion

La proteina F es el factor clave en la diseminacion o propagacion del virus. Como la proteina F
del OMG es lentogénica, su propagacion es limitada. E1 OMG se produce en el liquido alantoideo
de huevos SPF y las proteasas de tipo tripsina presentes en el liquido pueden activar la proteina
F lentogénica. Sin embargo, la replicacion del OMG en las células infectadas por el mismo
produce una progenie de OMG con la proteina F lentogénica, que no se activa por las proteasas
intracelulares. En caso de un derrame del OMG, su diseminacion es limitada.

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 hay modificaciones previas.

C. Informacion sobre la modificacion genética

1. Tipo de modificacion genética:

1) Insercion de material genético
ii) Eliminacion de material genético

1i1) Sustitucion de una base

O X O KX

iv) Fusion celular

v) Otro (especifiquese)

2. Resultado que se pretende obtener mediante la modificacion genética

El OMG es una cepa recombinante de VEN, modificada genéticamente para
expresar la proteina IL-12 humana y la mutaciéon L289A en la proteina F. La
mutacion L289A, localizada en la proteina F, se introdujo para aumentar la fusion
entre las células tumorales para mejorar la capacidad citolitica del virus en estas
cé¢lulas mediante la formacion de grandes células multinucleadas llamadas sincitios
(Altomonte J, 2010). La cepa LaSota L289A recombinante fue modificada para
codificar un transgén entre los genes P y M compuesto por la subunidad p40 de la
IL-12, un conector GGGGGS y la subunidad IL-12p35. Cuando se administra el
OMG mediante inyeccion intratumoral, las células infectadas expresan y secretan la
IL-12 al microambiente tumoral. La IL-12 humana es una citocina proinflamatoria
que produce la activacion potencial de las células inmunitarias residentes en la
region tumoral y reclutard células inmunitarias adicionales en el area de la lesion
tumoral.

Como el VEN es un virus ARN, para la generacion del GMO se utiliz6 la reversion
genética (Kim S-H and Samal SK, 2018) desde estos 5 plasmidos:
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1. Un plasmido de ADNc con los marcos de lectura abiertos (ORF, open reading
frame) correspondientes a los 6 genes virales (NP, P, M, F con la mutacion
L289A, HN y L) y con el transgén de la IL-12 insertada entre los genes P y M.

Plasmido que expresa la NP viral bajo el control del promotor T7.
Plasmido que expresa la P viral bajo el control del promotor T7.

Plasmido que expresa la L viral bajo el control del promotor T7.

A

Plasmido codificante de la polimerasa de ARN T7 con codon optimizado.

Se transfectaron células de rifion de crias de hamster (BHK) que expresan la
polimerasa T7 BSR-T7 con los 5 plasmidos de ADNc. Se recogio el sobrenadante
del cultivo celular y se inyect6 en las cavidades alantoideas de huevos de gallina
embrionados, y se recogio el virus de la progenie tras 2 dias de incubacion.

El liquido alantoideo que se recoge se utilizd para generar la semilla del virus pre-
maestra del OMG.

El liquido recogido se paso 4 veces en células Vero de epitelio de rifion de mono,
seguido de 2 pases en huevos embrionados para la amplificacion viral.

El liquido alantoideo del segundo pase en huevos se recogio y se clarificod mediante
centrifugacion a baja velocidad. Posteriormente se distribuyo en alicuotas que se
designaron como semilla pre-maestra del virus. A partir de este paso, solamente se
utilizaron huevos SPF (sin lineas celulares) para propagar el OMG.

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

si X No []

En caso negativo, pase a la pregunta 5.

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

Si[] No [X]

En caso negativo, pase a la pregunta 5

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

a) Tipo de vector
Plasmido
Bacteriofago
Virus

Cosmido

O 0Oododn

Elemento de transposicion

Otros (especifiquense):
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b) Identidad del vector:

¢) Gama de organismos huéspedes del vector:

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

Si[] No [ ]

Resistencia a los antibidticos []
Otras, (especifiquense)

Indique qué gen de resistencia a los antibioticos se inserta:

e) Fragmentos constituyentes del vector

f) Método de introduccion del vector en el organismo receptor
1) Transformacion []
ii) Electroporacion
ii1) Macroinyeccion

iv) Microinyeccion

OO O

v) Infeccion

vi) otros, (especifiquense)

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

1) transformacion ]
11) microinyeccion ]
1i1) macroencapsulacion []
1v) macroinyeccion ]
v) otros, (especifiquense) Clonacion inversa

6. Informacion sobre el fragmento de insercion:
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a)

Composicion del fragmento de insercion:

El transgén hulL-12 esta constituido por la subunidad p40 de la IL-12, el
conector GGGGGGS y la subunidad p35 de la [L-12.

b)

Fuente de cada parte constitutiva del fragmento de insercion:

La construccion 4H11-28z que contiene la proteina de fusion de la IL-12 humana
(la subunidad p40 de la IL-12 unida a la subunidad p35 de la IL-12 mediante el
conector polipéptido GGGGGGS) se describe en Koneru et al. El transgén de la
IL-12 contenido en el vector 4H11-28z se sintetiz6 basdndose en las secuencias
publicas disponibles de la IL12B humana (NM 002187.3) y la IL12A
(NM_000882.4).

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

La IL-12 es una citocina pro-inflamatoria que activa las células NK, los
linfocitos T CD8+ citotdxicos, linfocitos T productores de citocinas de tipo 1 y
células B (Trinchieri G et al, 2003).

La mutacion L289A, localizada en la proteina F, se introdujo para aumentar la
fusion entre las células tumorales para mejorar la capacidad citolitica del virus
en estas células mediante la formacion de grandes células multinucleadas
llamadas sincitios.

d)

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

- Otros especifiquense): El transgén con la [L-12 humana se inserta entre los
genes P y M del RNA gendémico del VEN.

(Contiene el fragmento de insercidon partes cuyo producto o funcion no se
conozcan?

Si[] No X

En caso afirmativo, especifiquese:
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D. Informacion sobre el organismo u organismos de los que se deriva el
fragmento de insercion (donante)

1. Indiquese si es:

Viroide []
Virus ARN []
Virus ADN []
Bacteria []
Hongo ]
Animal []
- mamiferos <] humano: secuencias conocidas de IL-12p40 o de IL-
12B  (NM_002187.3) y de IL-12p35 o IL-12A
(NM_000882.4).
- insectos []
- peces []
- otro animal [ (especifique el phylum y la clase):
Otros (especifiquense)

2. Nombre completo

1) Orden y taxon superior (animales): Primates

i1) Familia (plantas): Hominidae

ii1) Género: Homo

iv) Especie: sapiens

v) Subespecie: N/A

vi) Cepa: N/A

vii) Cultivar/linea de reproduccion: N/A

viii) Patovar: N/A

1x) Nombre vulgar: humano

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

Si[ ] No [X No se sabe [_]
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En caso afirmativo, especifiquese
a) /para cudl de los organismos siguientes? humanos

animales

0O O

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 II del Anexo IIT A:

4. (Esta clasificado el organismo donante con arreglo a normas comunitarias vigentes
en relacion con la proteccion de la salud humana y el medio ambiente como, por
ejemplo, la Directiva 90/679/ CEE sobre la proteccion de los trabajadores contra
los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo?

Si[] No [X]

En caso afirmativo, especifiquese:

5. (Intercambian los organismos donante y receptor material genético de forma
natural?

Si[] No X No se sabe [_]

E. Informacion 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 modificacion genética

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

Si[] No X No se sabe [_|

Especifiquese

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

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

El OMG contiene el ARN gendmico que codifica los 6 genes virales (NP, P,
M, F, HN y L) del VEN LaSota parental. El OMG tiene la proteina F
lentogénica. La insercion del gen IL-12 no cambia la genética viral y no deberia
afectar a la tasa de replicacion. Sin embargo, se ha observado que la mayoria
de los virus rescatados son menos virulentos que el virus parental de tipo
salvaje del que derivan (Dortmans JC et al., 2011). Esta observacion se
atribuy6 a cuellos de botella genomicos durante el proceso de clonacidén que
tienen como resultado la pérdida de variabilidad genémica y viral.

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

Si[ ] No [X] No se sabe [_|

Especifiquese:

El VEN se une al receptor que contiene 4cido sialico a través de la proteina
hemaglutinina-neuraminidasa (HN). El OMG, como el VEN parental, contiene
la proteina F lentogénica. Por lo tanto, el OMG no difiere en cuanto a la
diseminacion en comparacion con las cepas parentales LaSota del VEN.

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

Si[ ] No [X] No se sabe[_|

Especifiquese:

Las cepas de la vacuna LaSota tienen un ICPI que varia entre 0.02 y 0.37 (Orsi
MA et al., 2009). Con un ICPI=0.00, el vector clinico no tiene una
patogenicidad aumentada en comparacion con las cepas parentales LaSota.

. Estabilidad genética del organismo modificado genéticamente

La estabilidad genética del OMG se evaltia mediante secuenciacion masiva (next
generation sequencing, NGS) de tres pases de virus (virus passages, VP) en huevos
embrionados durante su fabricacion: desde la semilla pre-maestra del virus (VP1) a
la semilla de virus maestra (VP2) al lote de produccion del medicamento (VP3).Se
secuenciaron 2 lotes de medicamento, asi como la semilla de virus maestra (Master
Virus Seed, MVS) empleada como semilla viral para la produccion de los lotes de
medicamento. Con el ARN viral extraido de las muestras, se prepararon las
bibliotecas de paried-end (secuenciacion realizada desde ambos extremos de las
moléculas) utilizando el kit de TruSeq RNA de Illumina, cada libreria se indexa de
manera dual y Unica. Las librerias se secuencian con el kit MiSeq de Illumina y
posteriormente se realiza la deteccion del adaptador o recorte de bases con baja
calidad, siguiendo el criterio estandar de >80% de bases con una puntuacion de
calidad >Q30. La profundidad de cobertura obtenida fue >10.000 para la pre-MV'S
y >100.000 para el conjunto de los lotes de las MVS fabricadas bajo GMPs.

Las secuencias consenso de todo el genoma en todos los lotes evaluados fueron
idénticas a la de la semilla del virus pre-maestra de referencia. Tal como cabe esperar
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para un virus ARN, mediante secuenciacion masiva (NGS), se detectaron algunas
variantes menores que no fueron analizadas. No se observaron coincidencias con las
variantes menores del NCBI GenBank. Ademas, ninguna de estas variantes tuvo
lugar en la proteina F, la principal determinante de la virulencia del VEN (Dortmans
JCetal., 2011).

(Es el OMG, vivo o muerto (incluidos sus productos extracelulares),
apreciablemente patdogeno o nocivo de cualquier forma?

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

El OMG deriva de una cepa lentogénica no patdgena para su huésped natural
(especies de aves) ni patogena para el humano.

En caso afirmativo:

a) ¢jPara cual de los organismos Humanos ]
siguientes? Animales O
Plantas []

Otros []

Pagina 19 de 37



b) Aporte la informacion pertinente especificada en la letra d) del punto 11 de la
letra A de la seccion Il y en el inciso 1) del punto 2 de la letra C de la seccion 11
del anexo IIT A

Para informacion relevante especificada en Anexo III A, punto II(A)(11)(d),
referirse a la seccion B.7(b).

No se espera que el OMG tenga ningun efecto toxico ni alogénico.

La toxicologia y la biodistribucion de V938 o NDV-mulL-12 (el andlogo
murino) se evaluaron en varios estudios no clinicos en ratones CD-1 y C57BL/6
con tumores. No se vieron efectos toxicologicos clinicamente significativos
debido al OMG o su anéalogo en ninguno de los estudios. Se observaron algunos
efectos transitorios en el lugar de la inyeccién como inflamacidn crénica minima
o infiltracion linfocitaria minima.

Los estudios de biodistribucion fueron llevados a cabo con V938 y NDV-mulL-
12, y mostraron que tanto el ARN viral como el ARNm del transgén se
distribuyen en sangre, cerebro, pulmoén, corazon, rifion, bazo, higado y gonadas,
asi como en el sitio de la inyeccion, con una exposicion maxima de 2 horas a 4
dias tras la administracion. A partir del dia 84 tras la inyeccion, solamente se
detectan restos de ARN viral y ARNm del transgén en pulmon, bazo y rifidn,
que se van eliminado de manera lineal con una vida media de 10 dias el ARN
viral de VEN y 8 dias el ARNm. Los resultados de infectividad mostraron que
ninguno de los ARN viricos detectados en los momentos posteriores eran
infecciosos. No hubo hallazgos histologico adverso en ningun tejido hasta un
nivel de dosis de 3x10% UFP (unidades formadoras de placa).

La cepa de VEN utilizada para la fabricaciéon del OMG es una cepa no patdégena
para su huésped natural (especies de aves) y no patdégena para humanos, por
tanto, exhibe una seguridad alta al limitar la produccion de progenie de virus
infecciosos a los pacientes tratados. Aunque los virus se replicaran en las células
tumorales del huésped, los nuevos viriones producidos no son infecciosos debido
a que los humanos carecen de las proteasas necesarias para activar la proteina F
de los viriones.

El estudio propuesto es un estudio de primera vez en humanos, por tanto, la
seguridad y eficacia del OMG se desconoce. Sin embargo, debido a su
incapacidad para producir enfermedades y los resultados que demuestran su
seguridad y tolerabilidad, el OMG no supone un riesgo para la salud humana.

b

Descripcion de los métodos de identificacion y deteccion

a) Técnicas utilizadas para detectar el OMG:
Dado que el riesgo del OMG para el medio ambiente se considera minimo, no se

han planificado métodos para detectar e identificar el OMG en el medio ambiente
en el contexto de ensayo clinico propuesto.

Para la evaluacion de la diseminacion viral en los pacientes, se utilizara una
estrategia de ensayo escalonada para poder cuantificar dicha diseminacion del OMG
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en la cavidad oral, en la garganta, en la orina, en el lugar de inyeccion, en muestras
de hisopos anales, y si estuviese presente, para determinar si es contagioso.

Para detectar y cuantificar el ARN viral, se llevard a cabo un ensayo PCT que
amplifique especificamente la region L conservada del genoma de VEN. Para
cuantificar las particulas del virus infecciosas, se utilizara un ensayo de infectividad
basado en células.

b) Técnicas utilizadas para identificar el OMG:

En el presente ensayo clinico, la sangre que se recolecta antes de la administracion
de la dosis de V938 y en varios momentos posteriores a la administracion de
dicha dosis, se evaluara para la identificacion del OMG mediante
transcripcion inversa (RT-PCR).

Para la evaluacion de la diseminacion viral en los pacientes, se utilizara una
estrategia de ensayo escalonada para cuantificar la diseminacion del OMG
en la cavidad oral/garganta, en la orina, en el lugar de inyeccion y en las
muestras de hisopos anales. Si esta presente se determinara si es contagioso.

Para detectar y cuantificar el ARN viral del VEN, se utilizard un ensayo de PCR que
amplifique especificamente la region L conservada del genoma de VEN.

Para cuantificar las particulas infecciosas del virus VEN, se llevara cabo un estudio
de infectividad basado en células.

F. Informacion sobre la liberacion

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

El proposito de la liberacion es llevar a cabo un ensayo clinico multicéntrico para
determinar la seguridad y tolerabilidad de la administracion del OMG V938 en
combinacion con Pembrolizumab (MK-3475) en pacientes con neoplasias malignas
avanzadas/metastasicas o recurrentes.

El presente ensayo clinico es la primera administracion en humanos de este OMG.
El OMG esté siendo actualmente estudiado en un estudio de Fase 1/1b V938-001 en
Israel, Canada y EEUU. Otros 4 paises de la Union Europea, ademds de Espana,
tienen previsto unirse a este estudio, incluidos Dinamarca, Francia, Alemania y
Reino Unido. E1 OMG se ha desarrollado como terapia contra el cancer para tratar
canceres humanos, y no tiene ningin otro uso previsto.

El OMG se liberaré en el contexto de un ensayo clinico, en hospitales identificados
bajo la responsabilidad de Investigadores Principales, como parte de un ensayo
clinico multicéntrico internacional. La liberacion actual implica la administracion el
OMG por via intratumoral/intrelesional. La administracion el OMG tendra lugar en
instalaciones hospitalarias especificas, y serd llevada a cabo por personal
especializado y entrenado. Ademas, tampoco se contempla una liberacion accidental
por parte de los pacientes. No se conoce transmision del VEN entre humanos, por
lo que el riesgo para los individuos no tratados es bajo. Ademas, como el OMG
deriva de la cepa lentogénica LaSota, que se utiliza de forma generalizada como
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vacuna en las aves de corral y tiene un ICP1=0,00, el riesgo para las especies aviares
se considera bajo.

No se esperan beneficios ambientales significativos tras la liberacion del OMG
durante el ensayo.
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2. (Esdiferente 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: EI VEN no se encuentra de forma natural en el
entorno de las ubicaciones geograficas que rodean los centros del estudio clinico
donde se realizard la administracion del OMG.

El OMG se administrard a pacientes con cancer en el contexto de un ensayo clinico.
El OMG se suministra con su etiqueta visible y se almacenara en un area de acceso
restringido en un congelador a -70°C con control de la temperatura.

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

a) Localizacion geografica (region administrativa y coordenadas de referencia
cuando proceda): El OMG se administrara durante el ensayo clinico propuesto en
los siguientes centros:

Centros del Estudio Clinico

Lugar de Preparacion

Lugar de Administracion

Hospital Universitario Fundacién
Jiménez Diaz

Avenida de los Reyes Catodlicos, 2
28040-Madrid

Farmacia de la Unidad
de Ensayos Clinicos
Fase I de Oncologia

Edificio
Primera planta

Principal.

Hospital de Dia de Ia
Unidad de Ensayos Clinicos
Fase I de Oncologia

Edificio principal. Primera
planta

Hospital Universitario Vall de

Hebroén

Passeig de la Vall d’Hebron, 119
08035-Barcelona

Instituto de Oncologia-
VHIO

Servicio de Farmacia

Edificio General. Planta
baja

Instituto de  Oncologia-
VHIO

Servicio de Radiologia
Intervencionista

Edificio general. Planta baja

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

ii) 4rea de liberacién mas amplia (m?): No aplica

La administracion se va a llevar a cabo en una estancia hospitalaria, con
acceso restringido.

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

No aplica debido a que la liberacion ocurrira durante un ensayo clinico en
instalaciones hospitalarias/clinicas especificas.

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

No aplica debido a que la liberacion ocurrira durante un ensayo clinico en instalaciones
hospitalarias/clinicas especificas. La liberacion al medio ambiente solo seria posible
por liberacion accidental por los pacientes. Ademas, los pacientes con cancer que
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trabajen en una granja o en otras profesiones con exposicion a aves estan excluidos de
participar en este ensayo. Por tanto, la interaccion potencial de la flora y fauna con el
OMG sera muy limitada.

=

Método y amplitud de la liberacién

a. Cantidad de OMG que vaya a liberarse:

El OMG se administra por inyeccion intratumoral en las lesiones tumorales
cutaneas, subcutaneas y/o nodales de los pacientes reclutados. E1 OMG se
suministra en un unico vial de vidrio de 2 mL con un titulo entre 2.0E+08 ufp/mL
y 2.0E+09 ufp/mL. La dosis apropiada para cada participante se preparard segiin
el nivel de dosis asignado.

El ensayo clinico en el que se va a liberar el OMG es un ensayo con una etapa
inicial de escalado de dosis, por tanto, se conoce la dosis clinica inicial segura
con la que se va a tratar a los pacientes de la cohorte 1 del escalado de dosis,
pero no se conoce de antemano la dosis maxima que finalmente se aplicara ni la
dosis que se aplicaré en la segunda etapa del estudio (fase 1b). La dosis clinica
inicial segura que se va a administrar a los pacientes es 1x10” UFP por paciente
(1x107 UFP por dosis).

La dosis maxima administrada sera de 5x10% UPF por paciente (5x10® UFP por
dosis), en caso de que se llegue a administrar la dosis maxima estimada para la
cohorte 4 de escalado de dosis.

Cada paciente recibird un maximo de 10 dosis del OMG en un periodo de 21
semanas (es decir, 7 ciclos de tratamiento)

b. Duracion de la operacion:

La administracion del OMG por lesion durara aproximadamente 30 minutos.

c. Me¢étodos y procedimientos para evitar o reducir al minimo la propagacion de los
OMG més alla del lugar de liberacion:

El OMG esta clasificado como grupo de riesgo 2, por lo tanto, debe manejarse
segun los procedimientos del centro para el manejo de los agentes del grupo de
riesgo 2. Para minimizar el riesgo de liberacion involuntaria, el OMG se
contendra y etiquetard adecuadamente durante el transporte. La persona que
maneja el OMG y las muestras que potencialmente podrian contener el OMG,
seguird los procedimientos operativos institucionales estandarizados sobre el
manejo de agentes de riesgo tipo 2.

La liberacion del OMG se realizard dentro del contexto de un ensayo clinico,
segun lo dispuesto en el protocolo clinico. El producto se debera preparar en
cumplimiento con las condiciones que aplican a la preparacién de medicamentos
inyectables. La cantidad de OMG que se administraré a los sujetos por centro en
cada inyeccion individual estara sujeta a las necesidades de la administracion
por paciente y el acceso al producto, que estd restringido solo a personal
autorizado. La ruta de administracion seleccionada (intratumoral/intralesional)
minimizara la diseminacion potencial del OMG desde el paciente.

El OMG sera entregado a los centros en viales sellados, correctamente
etiquetados y envasados. Se suministrard congelado en hielo seco y serd
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almacenado en un area de acceso restringido en un congelador de -70°C con
control de la temperatura. El nivel de contencion del OMG sera BSL-2. La
contencion BSL-2 es adecuada para trabajos en los que intervengan agentes de
riesgo potencial moderado para el personal y el medio ambiente.

La preparaciéon y administracion del producto se realizard por personal
debidamente entrenado, bajo la responsabilidad del investigador principal y
segun el protocolo del estudio y Buenas Practicas Clinica (GCP). Antes de su
administracion y siguiendo los procedimientos locales de BSL-2, el vial que
contiene el OMG se sacard de la caja de almacenamiento y se colocara en un
espacio de trabajo despejado para descongelarse a temperatura ambiente. El
tiempo minimo de descongelacion se determina por la desaparicion visible de
hielo (aproximadamente 10-15 minutos). Se mezclara el contenido mediante 3
inversiones suaves del vial. Tras la dilucién con salino, la solucién deberia
utilizarse inmediatamente. Si no fuera el caso, dicha dilucion puede mantenerse
a temperatura ambiente hasta 4 horas y/o refrigerada (2-8°C) hasta un méaximo
de 8 horas. Los viales que se hayan almacenado refrigerados tendran que
atemperarse a temperatura ambiente antes de ser administrados. Cada paciente
asignado a su cohorte recibira la dosis de OMG prescrita diluida en un volumen
de inyectable basado en el nimero de lesiones en las que se inyectara.

El area para preparar el OMG y administrarlo al sujeto se descontaminaré antes
y después de la manipulacion del OMG con lejia al 10% recién hecha. Todos los
movimientos o transportes de OMG después de su preparacion se deberan
realizar usando un recipiente cerrado. Ademas, el personal del estudio clinico
seguira los procedimientos establecidos en el centro hospitalario para el manejo
del OMG.

En caso de derrame accidental, la superficie contaminada serd tratada con
desinfectantes apropiados (lejia al 10% recién hecha, vesfeno o LpH). El
procedimiento estandar para cualquier derrame en una superficie amplia y
abierta es abandonar la estancia durante 30 minutos y posteriormente regresar
para desinfectarla. El personal usard guantes, gafas de seguridad, mascarilla
quirdrgica o respirador (segun la normativa nacional), traje de proteccion y
cubrezapatos. Los materiales contaminados seran retirados de la habitacion y
permanecerdn en envases sellados o en bolsas especiales que estén claramente
etiquetadas como desechos médicos de riesgo bioldgico.

En caso de derrame accidental, el personal seguird los procedimientos del
hospital para la limpieza del derrame. La lejia, el vesfeno y el pH bajo son
capaces de destruir el virus. Una solucion de lejia al 10% recién hecha inactivara
el virus pero puede danar el acero inoxidable.

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

No aplica. Todas las administraciones del OMG se realizan en instalaciones
hospitalarias convencionales en las instituciones clinicas citadas.

6. 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
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Este sera el primer ensayo clinico en humanos con el OMG V938, por tanto, no hay
datos disponibles aun en cuanto a la liberacion del OMG propuesto.
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G. Interacciones del OMG con el medio ambiente y repercusiones
potenciales sobre este, si es apreciablemente diferente del organismo
receptor o parental

1. Nombre del organismo diana (si procede)

1) Orden y taxon superior (animales): Primates

i1) Familia (plantas): Hominidae

iii)  Género: Homo

iv)  Especie: sapiens

V) Subespecies: N/A

vi)  Cepa: N/A

vii)  Cultivar/Linea de reproduccion: N/A

viii) Patovar: N/A

ix)  Nombre vulgar: Humano

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

El OMG se administrara via intratumoral/intralesional a pacientes con neoplasias
malignas avanzadas/metastasicas o recurrentes. El OMG V938 est4d desarrollado
como una terapia contra el cancer para tratar canceres humanos y no tiene ningin
otro uso previsto.

V938 es una nueva terapia viral oncolitica que emplea el VEN recombinante
disefiado para codificar la IL-12 humana (hulL-12). El genoma del OMG es ARN
monocatenario de sentido negativo no segmentado (ARN mc-), y contiene 6 marcos
abiertos de lectura (ORF) que codifican: proteina de la nucleocapside (NP),
fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina F con la mutaciéon L289A,
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y polimerasa (L). El transgén hulLL-12 se inserta
entre los genes P y M, y estd compuesto por la subunidad IL-12p40, un conector
GGGGGGS y la subunidad IL-12p35.

El OMG esta orientado a fines terapéuticos para tratar tumores mediante un doble
mecanismo de accidn: actividad oncolitica (replicacion y lisis selectiva de tumores)
y actividad inmunoestimuladora (induccion de la secrecion de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas de células tumorales que potencialmente pueden
convertir un tumor frio en un tumor caliente mediante el reclutamiento de células
NK, linfocitos y macréfagos en el tumor).

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

La posibilidad de transferencia génica a otras especies es minima bajo las
condiciones de liberacion propuesta del OMG. El OMG se administrara a los sujetos
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en instalaciones hospitalarias y es improbable que est¢ en contacto con otras
especies animales. Ademads, las caracteristicas fenotipicas del OMG limitan
cualquier posibilidad de transferencia genética.

El OMG se administra mediante una inyeccion en las lesiones tumorales de los
pacientes con cancer en el contexto de un ensayo clinico. La propagacion al medio
solo seria posible por accidente por los pacientes. Ademas, los pacientes con cancer
que trabajen en una granja o en otras profesiones con exposicion a aves estan
excluidos de este ensayo. La interaccion del OMG con otros organismos del medio
es poco probable.

Por otro lado, el OMG replica su material genético en el citoplasma de la célula
huésped. Carece de cualquier forma intermediaria de ADN, por tanto, no hay
posibilidad de integracion del virus en el genoma del huésped.

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: El OMG proviene de una cepa lentogénica no patdégena que no es
endémica en la poblaciéon humana. No hay base para esperar que la adicion del
transgén hulL-12 al OMG promueva un incremento en su capacidad invasiva
después de la liberacion del OMG.

Los métodos de genética inversa han permitido el rescate del VEN recombinante
infecciosos a partir de plasmidos de ADNc. Se ha determinado que la insercion de
un transgén entre los genes P y M es optima, tanto para la expresion del transgén
insertado como para el rescate exitosos del VEN recombinante.

Sin embargo, la insercion del transgén puede disminuir la virulencia del VEN
LaSota recombinante en comparacion el VEN LaSota de origen natural. Se ha
comprobado que los virus rescatados son menos virulentos que los virus originales
de tipo silvestre de los que derivan (Dortmans JC et al., 2011). Esta observacion se
atribuye a la generacion de un cuello de botella gendmico durante el proceso de
clonacion que resulta en una pérdida de variabilidad genética y de la aptitud de la
poblacién viral. Las vacunas elaboradas a partir de la cepa LaSota tienen un ICPI
que varia entre 0,02 y 0,37 (Orsi MA et al. 2009). Con un ICPI1=0,00, el OMG no
tiene una ventaja competitiva respecto a las cepas LaSota.

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

Debido al contexto propuesto en el estudio para la liberacion del OMG, en el cual el
OMG es administrado a los sujetos en instalaciones hospitalarias especificas, es muy
improbable que el OMG entre en contacto con cualquier organismo no diana en el
ecosistema.

La cepa LaSota de VEN utilizada para la fabricacion del OMG es una cepa
lentogénica no patdogena para su huésped natural (especies de aves), ni para
humanos, por lo tanto, el OMG es seguro ya que la produccion de la progenie de
virus infecciosos esta limitada a los pacientes tratados.
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La capacidad replicativa de VEN depende de la conversion proteolitica de la
proteina de prefusion FO a F (forma activa). La proteina FO tiene una secuencia de
aminoacidos determinada que constituye el sitio de escision. La secuencia de
aminoacidos de la proteina FO de LaSota hace que no sea reconocido como sitio de
escision por proteasas celulares humanas, y por lo tanto se producen viriones que no
son infecciosos.

Por otro lado, el OMG se replica selectivamente en células tumorales. La replicacion
del VEN es sensible a la inhibicion mediada por interferon de tipo 1 (INF-1), por
tanto, tiene una probabilidad muy baja de replicarse en células no tumorales del
organismo huésped.

Incluso en caso de diseminacion accidental del OMG en las aguas residuales, no es
posible el establecimiento del mismo en este sistema debido al bajo volumen
liberado y a que seria destruido por las técnicas de tratamiento del agua (como la
temperatura, la cloracion, etc....)

En conclusién, en caso de exposicion involuntaria de organismos no diana, la
diseminacion del OMG es improbable debido a que es no patégeno y los viriones
que producen no son infecciosos, ademas la infectividad de este OMG es selectiva
de células tumorales.

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

No aplica. Existe la posibilidad de que el personal del estudio clinico quede
expuesto al OMG accidentalmente. Como la administracion del OMG se llevara a
cabo por personal médico especializado y entrenado, esta posibilidad y el riesgo
inherente asociado se considera minimo. La transmision secundaria a familiares de
los pacientes también se considera improbable.

1) Orden y taxon superior (animales): NA

ii)Familia (plantas): NA

i) Género: NA

iv) Especie: NA

v)Subespecie: NA

vi) Cepa: NA

vii) Cultivar/linea de reproduccion: NA

viii) Patovar: NA

ix) Nombre vulgar: NA

7. Probabilidad de intercambio genético en vivo
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a) Del OMG a otros organismos del ecosistema de liberacion: El
intercambio de material genético entre el OMG y otros organismos es
muy improbable (ver seccion G.3)

b) De otros organismos al OMG: El intercambio de material genético entre
otros organismos y el OMG es muy improbable (ver seccion G.3)

¢) Consecuencias probables de la transferencia de genes: no se dispone de
datos. Sin embargo, los estudios de toxicidad descartaron cualquier
toxicidad o efecto patogénico del OMG.

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

No hay datos disponibles.

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

No aplica.
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H. Informacion sobre el seguimiento

1. M¢étodos de seguimiento de los OMG

El seguimiento de los efectos del OMG en los pacientes se realizard mediante las
evaluaciones clinicas (p.ej. examenes fisicos, signos vitales, pruebas de imagen,
marcadores moleculares, seguimiento de la supervivencia y notificacion de efectos
adversos), resultados de parametros bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos, tal
como se describe en el protocolo clinico.

En el ensayo clinico, las muestras de sangre que se recogen antes de la dosis y en
varios momentos posteriores a la administracion de la dosis en varias visitas desde
el ciclo 1 dia 1 (CIDI) hasta CIOD1 se evaluaran para el OMG mediante
transcripcion inversa (RT-PCR).

Se ha incorporado al protocolo del ensayo un plan de estudio para la evaluacion de
la diseminacién del OMG por los pacientes consistente en la toma de muestras de
orina de los pacientes, frotis de la cavidad oral/garganta, frotis anales y frotis de
el/los sitio/s de inyeccion desde C1D1 hasta C10D1 (aproximadamente 189 dias)
para su analisis. Para la evaluacion de la diseminacion del OMG por los pacientes,
se seguira una estrategia de analisis escalonados para cuantificacion dicha
diseminacion en la cavidad oral/garganta, en la orina, en el/los sitio/s de inyeccion
y en frotis anales y, si estd presente, se evaluard si es infeccioso. Se detectard y
cuantificara el ARN viral del VEN mediante la amplificacion especifica mediante
PCR de laregion conservada L del genoma del VEN. Para cuantificar la infectividad
de las particulas virica se usaran test de infeccion de células.

La evaluacion de seguridad, para todos los sujetos participantes en el ensayo clinico
se realizara durante el periodo propuesto de liberacion del OMG y continuara 120
dias tras la ultima inyeccion.

No estd previsto hacer una monitorizacion medioambiental o del personal del
estudio durante el desarrollo del estudio clinico.

2. Métodos de seguimiento de las repercusiones en el ecosistema

No hay riesgo de diseminacion del OMG al ecosistema ya que el OMG se inyecta
intratumoralmente/intralesionalmente. Si el OMG se liberara al medio ambiente,
dado que se trata de un VEN lentogénico, el riesgo para las especies aviares es bajo.
Por lo tanto, no se ha planeado un seguimiento del ecosistema ni se considera
necesario.

3. M¢étodos de deteccion de la transferencia del material genético donado del OMG a
otros organismos

La probabilidad de una transferencia del material genético donado a otros
organismos es insignificante (consulte la seccion G.7).

No se implementaran métodos adicionales para detectar cualquier transferencia de
material genético desde el OMG a otros organismos durante la liberacién propuesta.

4. Tamaio del area de seguimiento (m2)
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No aplica. EL OMG es administrado solo a los sujetos del estudio por inyeccion
intratumoral/intralesional en instalaciones hospitalarias especificas, dentro de cada
centro clinico participante.

5. Duracion del seguimiento

Ver seccion H1. Se realizaran evaluaciones de seguridad durante el estudio, durante
la participacion de los pacientes en el ensayo clinico y hasta la finalizacion del
mismo.

Se estima unos 5 afos para completar el estudio, comenzando con la obtencién del
consentimiento informado firmado por el paciente y terminando con la Ultima
llamada telefonica o la ultima visita relacionada con el estudio del ultimo paciente.
El periodo de liberacion propuesto es desde el 15/Enero/2021 hasta el
15/Abril/2024. Los pacientes dosificados se seguiran hasta 10 ciclos.

6. Frecuencia del seguimiento

En la fase de escalado de dosis, los dos primeros pacientes de cada nivel de dosis
deben tener un periodo de observacion de 24 horas para las dos primeras dosis del
OMG. Queda a discrecion del investigador para el resto de los pacientes en ese
mismo nivel de dosis. Se controlara la seguridad de los pacientes inscritos en cada
ciclo y segtn sea clinicamente necesario.

En el estudio, la presencia del OMG se detectara en las muestras de sangre mediante
transcripcion inversa (RT)-PCR. Estas muestras se obtendran antes de Ia
administracion de V938 y a distintos tiempos tras su administracion en varias visitas
desde C1D1 hasta C10D1.

1. Muestras tomadas de 0-24 horas antes de la administracion del OMG: 3 dias en
el ciclo 1, 1 dia en los ciclos 3 y 5. También se toman muestras en los ciclos 8§,
9y 10, tras la ultima dosis de OMG en el ciclo 7.

2. Las muestras obtenidas tras la administracion del OMG en el C1DI1, seran
tomadas 2, 4 y 6 horas tras la administracion.

3. La obtencion de muestras adicionales después de la administracion del OMG se
tomaran al terminar el tratamiento del estudio y el seguimiento de seguridad del
paciente.

Se ha incorporado al protocolo del ensayo un plan de estudio para la evaluacion de
la eliminacion del OMG por los pacientes consistente en la toma de muestras de
orina de los pacientes, frotis de la cavidad oral/garganta, frotis anales y frotis de
el/los sitio/s de inyeccion desde C1D1 hasta C10D1 (aproximadamente 189 dias)
para su andlisis.

L. Informacion sobre el tratamiento posliberacion y el tratamiento de
residuos

1. Tratamiento del lugar tras la liberacion

El 4rea de trabajo en el que V938 seréd preparado para su inyeccion sera una cabina
de bioseguridad clase 2 que se limpiara antes y después de la manipulacién con una
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solucion antiséptica (6% de hipoclorito de sodio o lejia diluida 1:10), efectiva contra
VEN.

La estancia en la que tendra lugar la administracion del OMG se limpiara de manera
estdndar usando una solucién desinfectante estandar para limpiar superficies y
suelos segun las pautas locales para BSL-2. Cualquier otro instrumento desechable
u otros materiales utilizados durante el proceso de preparacion de la dosis se
desecharan segun las practicas estandar de la institucion para materiales bioldgicos.

En caso de derrame accidental o contaminacion, cada superficie contaminada debera
tratarse siguiendo los procedimientos institucionales pertinentes para productos
biologicos con los desinfectantes apropiados (lejia al 10% recién hecha, vesfeno o
LpH). El personal usara guantes, gafas de seguridad, mascarilla quirurgica o
respirador, traje de proteccion y cubrezapatos. Los materiales contaminados se
retiraran de la habitacién y se mantendran en contenedores sellados o bolsas
especiales que estén claramente etiquetadas como residuos bioldgicos.

Tratamiento del OMG tras la liberacion

Todo material en contacto con el OMG deberd ser considerado contaminado y
deberd ser descontaminado con hipoclorito de sodio al 6% (lejia, dilucion maxima
1:10), vesfeno o LpH o mediante incineracion. En caso de que la incineracidon no
sea posible, la esterilizacion se realizard mediante autoclave.

Todo el equipo utilizado durante el procedimiento se eliminard segin los
procedimientos de residuos biopeligrosos o descontaminados con agentes viricidas
tal y como dicte la guia local de manejo de residuos biopeligrosos para BSL-2.

a) Tipo y cantidad de residuos producidos

El OMG es suministrado en un vial de vidrio de 2 mL, con una cantidad de 0.8mL
de rNDV-hull-12. El nivel y volumen de dosis requerido para cada inyeccion, se
preparara mezclando el vial de OMG con solucion salina estéril.

Cada dosis se prepara en un vial de 10 mL vacio y estéril, proporcionado por el
promotor. Se necesitan jeringas y agujas de 10 mL para extraer el OMG del vial, de
2 y 10 mL para extraer la solucion salina y jeringas de polipropileno y agujas de
acero inoxidable o titanio de 21 o 26 g. Por tanto, el tipo de residuos producidos
incluye viales vacios y usados y utensilios de administracion (agujas de inyeccion y
jeringas), gasas, equipo de proteccion personal (por ejemplo: gafas, guantes y batas)
y componentes utilizados para recolectar las muestras fe los fluidos corporales tras
la administracion del OMG

La cantidad de residuos producidos dependera del nimero de dosis que se administre
a los pacientes de cada cohorte, y del nimero de cohortes en las que finalmente se
lleve a cabo la administracion del OMG.

(b) Tratamiento de residuos

Los utensilios de administracion (agujas de inyeccion y jeringas) se eliminaran como
residuos biopeligrosos. Ademas, cualquier instrumento quirdrgico desechable o
cualquier otro material utilizado durante el procedimiento de administracion o la
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recoleccion de fluidos corporales se eliminaran segun las practicas de bioseguridad
del centro para la eliminacion de residuos biopeligrosos..

Todo el material o equipamiento no desechable se limpiarda con desinfectantes
quimicos con actividad viricida probada y después sera esterilizado mediante
autoclave segun la practica estandar del centro.

J. Informacion sobre planes de actuacion en caso de emergencia

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

En el caso de una contaminacion/liberacién accidental del OMG (por ejemplo:
lesion por pinchazo con la aguja, viales rotos, derrames, etc.), el personal clinico del
estudio se lo notificard al investigador principal y otras personas tal y como se
requieran segun los protocolos especificos del centro. El personal sera instruido en
los procedimientos a seguir en caso de una liberacion del OMG debido a un derrame
u otros accidentes.

En caso de derrame accidental durante la administracion, se aplicard la desinfeccion
apropiada para evitar la liberacion del OMG al medio.

La dispersion del OMG podria darse unicamente al ser liberado de forma accidental
por los pacientes. Esta liberacion accidental seria muy baja seglin se ha reportado
para otros VEN evaluados en ensayos clinicos (Pecora AL et al., 2002, Laurie SA
etal., 2006, and Hotte SJ et al., 2007). Ademas, los pacientes con cancer que trabajen
en una granja o en otras profesiones con contacto con aves estan excluidos de este
ensayo. Por tanto, como el riesgo de exposicion del OMG a especies aviares en el
medio es baja, no se considera necesario un plan de emergencia para especies
aviares.

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

Ver seccion J. 1

En caso de derrame accidental, el personal del centro seguira las normas del centro.
El virus puede ser eliminado con lejia, vesfeno y pH bajo. Una solucion de lejia al
10% recién hecha es capaz de inactivar el virus, pero puede dafar el acero
inoxidable. En caso de que el derrame sea en una superficie amplia y abierta, se debe
abandonar la estancia durante 30 minutos y posteriormente regresar para
desinfectarla. El personal debe llevar guantes, gafas de seguridad, mascarillas
quirargicas o respiratorias (segun estipule la regulacion local), trajes de proteccion
y calzas para limpiar el derrame.

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

No aplica ya que no se espera exposicion a plantas o animales.

4. Planes de proteccion de la salud humana y del medio ambiente en caso de que se
produzca un efecto no deseable
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Ver seccion J.1

Se controlara a los pacientes incluidos en el estudio para detectar la aparicion de
efectos adversos y de efectos adversos graves de acuerdo con el protocolo del
estudio. Cada evento adverso grave sera registrado y evaluado por el personal del
hospital y el promotor del estudio, y se notificara a las autoridades sanitarias cuando
corresponda. No se consideran necesarios planes especificos de proteccion del
medio ambiente, por las razones expuestas anteriormente.

Debido a los controles exhaustivos en el transporte, almacenamiento,
administracion, eliminacion y monitorizacion de la administracion del OMG, el
riesgo de liberacion accidental de los OMG de referencia al medioambiente, o un
efecto indeseable debido a esa liberacion accidental se considera extremadamente
bajo.

El nivel del contencion del OMG es BSL-2. Se considera que el riesgo de exposicion
al OMG para los trabajadores sanitarios sanos es bajo. Todas las areas e
instalaciones que se utilizaran para administrar el OMG serdn limpiadas y
descontaminadas con agentes viricidas.
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