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Titulo del ensayo:

“Ensayo clinico en fase Il de vacunacidn terapéutica de pacientes con hepatitis cronica C mediante
la administracion de celulas dendriticas autologas transducidas con un vector adenoviral que
codifica la proteina NS3”.

Caracteristicas del ensayo:

La Clinica Universitaria de Navarra presenta una solicitud para realizar un estudio clinico utilizado el
vector adenoviral AANS3 (vacunacion en fase /Il en pacientes con hepatitis cronica C genotipo 1b
sin respuesta al tratamiento antiviral convencional). El objetivo del presente ensayo es la valoracion
de la seguridad de la administracion de células dendriticas autélogas derivadas de monocitos que se
transducen con AdNS3 a este tipo de pacientes.

No se prevé una administraciéon directa del OMG a los pacientes, sino de un producto celular
autologo (células dendriticas) previamente transducido con AdNS3. Se incluiran entre 12 y 20
pacientes, y se va a tratar tres grupos de pacientes en diferentes escalones de dosis en funcion del
namero de células administradas. Cada célula se transduce con 30 unidades infecciosas de virus, lo
que supone 1,5 x 10%-3 x 10%-6 x 10° unidades infecciosas en cada una de las tres administraciones.
El producto celular serd lavado numerosas veces antes de ser administrado de modo que la cantidad
de virus extracelular en el producto final se puede considerar irrelevante.

El notificador pretende iniciar el ensayo clinico en septiembre de 2011, con una duracion estimada
de dos afios.

Esta previsto llevar a cabo el ensayo en la Clinica Universitaria de Navarra. El procedimiento de
transduccion de las células dendriticas se realizara en una cabina de flujo laminar de seguridad
bioldgica de Clase 1A, que se encuentra dentro de un laboratorio de contencidn biologica de tipo 2.
El producto celular serd envasado en viales sellados herméticamente, etiquetados y sélo seran
destinados a uso clinico. La administracion del producto terapéutico se hara en una habitacion del
hospital de dia, que dispone de sefial de peligro bioldgico en la puerta.

El personal que administre el producto celular utilizard guantes, mascarilla y bata desechables y
trabajara cumpliendo las normas de Buenas Practicas de Laboratorio y Buenas Practicas Clinicas.
Ademas, dicho personal recibird instrucciones sobre los procedimientos para actuar en caso de
liberacion accidental del OMG.
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Caracteristicas del OGM:

El AdANS3 es un adenovirus recombinante defectivo sin capacidad replicativa derivado del
adenovirus humano tipo 5, el cual esta clasificado como tipo 2. Se ha llevado a cabo una delecion
de los genes adenovirales E1 y E3, por lo que no es competente para replicarse en células, a
excepcion de la linea celular HEK293.

Por otro lado, en su genoma se ha insertado secuencias exdgenas correspondientes a un cassette de
expresion de la proteina NS3 del virus de la hepatitis C, que comprende el promotor del
citomegalovirus, la secuencia de la proteina NS3 y una region de poliadenilacion del virus SV40.

Con todas estas modificaciones se pretende que en aquellas células que se infecten por AANS3
puedan expresarse la proteina NS3 del VHC, pero no exista la replicacion viral. Si, como en este
caso, AdNS3 infecta células dendriticas, estas pueden presentar fragmentos antigénicos de NS3 a
los linfocitos, para la activacion de respuestas inmunitarias frente al virus de la hepatitis C.

Identificacion de riesgos potenciales:

1) Estabilidad genética:

El notificador informa que la estabilidad genética se verificara mediante andlisis genético del
adenovirus AdANS3, realizando PCR de la zona que contiene el material genético insertado y
secuenciacion para verificar su identidad.

2) Patogenicidad:

El adenovirus humano tipo 5 estd clasificado como de nivel de bioseguridad de clase 2, y se
caracteriza por originar enfermedad respiratoria aguda. Los sintomas incluyen fiebre, rinitis,
faringitis, tos y conjuntivitis, y es causa frecuente de faringitis exudativa no estreptococica en nifios
menores de 3 afios. Los cuadros mas serios comprenden laringitis, crup, bronquiolitis 0 neumonia
graves y puede aparecer un sindrome faringo-conjuntival.

La eliminacion del gen E1 del genoma de AdNS3 lo incapacita para su replicacion. Por tanto,
mientras que el adenovirus salvaje puede infectar y replicarse en una gran variedad de células y
tejidos, originando la patogenicidad caracteristica de estos microorganismos, AANS3 sélo permite
infecciones primarias, impidiendo que a partir de las células originalmente infectadas se transmita a
otras, lo que daria lugar a una patogenicidad menor o inexistente. Ademas, AANS3 no se va a
administrar directamente a los pacientes, sino que se utilizard para la infeccion in vitro de células
dendriticas, que se lavardn exhaustivamente para eliminar las particulas adenovirales que no hayan
infectado a estas células. Por ello, una vez en el interior de estas células AANS3 no esta capacitado
para replicarse y expandirse.



Los pacientes incluidos en el estudio clinico seran sometidos a un seguimiento clinico y analitico
para la evaluacion de posibles efectos secundarios en los principales 6rganos y aparatos. Cualquier
efecto adverso detectado durante los seis meses de seguimiento sera registrado en el cuaderno de
recogida de datos.

3) Capacidad de supervivencia, establecimiento y diseminacion:

AdNS3 presenta una desventaja con respecto a los adenovirus humanos tipo 5 salvajes, y es su
incapacidad para replicarse, a excepcion de en la linea celular HEK293, que expresa el gen
adenoviral E1, que ha sido eliminado en ADNS3. Esto supone que en las condiciones de liberacion,
las células dendriticas transducidas con AANS3 no pueden generar nuevas particulas infecciosas
que permitan la diseminacion de la infeccion.

El rastreo y deteccion de AANS3 se hard mediante PCR cuantitativa a tiempo real con cebadores
especificos de las regiones correspondientes al inserto.

El mismo equipo de investigacion realizd un ensayo clinico con células dendriticas transducidas
con un vector adenoviral que expresaba el gen de la IL-12. En méas de 20 administraciones se
realizaron estudios de liberacion viral en muestras bioldgicas mediante técnicas de PCR. En ningun
paciente se detectd presencia de particulas virales en los liquidos biolégicos examinados (saliva,
esputo y orina), ni en heces. En el suero de la mayoria de los sujetos se detectd RNA viral que en
ningun caso se mantuvo a las 24 horas de la administracion.

4) Efectos sobre la salud humana, otros organismos no diana y el medio ambiente:

El notificador considera que no existe posibilidad de diseminacion del adenovirus AANS3 vy, por
tanto, no se contemplan interacciones de AdNS3 con otros organismos ajenos a la investigacion,
que posteriormente pudieran causar un impacto en el medio ambiente.

Si se produjera una liberacién accidental y algin miembro del personal entrara en contacto con
AdNS3, existe un plan de actuacion para estos casos. En el hipotético caso de que esto ocurriera 'y
alguna persona resultara infectada con el adenovirus, la patogenicidad de AdNS3 estaria
relacionada con la ya descrita para los adenovirus humanos del tipo 5, pero de una magnitud menor,
puesto que en este caso se trata de un adenovirus no replicativo.

5) Control y tratamiento de residuos.

Los residuos de material resultantes de la manipulacién de microorganismos modificados
genéticamente, asi como los materiales en contacto con los anteriores, se consideran residuos
sanitarios especificos (Grupo I1), y se gestionaran como tal por una empresa gestora de residuos. El
traslado del material contaminado se realizara en contenedor amarillo herméticamente sellado o en
una bolsa roja de galga especial etiquetada.



En el hospital de dia los lugares en los que se administrara el producto se limpiaran con hipoclorito
sodico diluido al 1%, inmediatamente después de la administracion.

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

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

Una vez concluidos estos ensayos se remitira un informe de resultados de los mismos a la Comision
Nacional de Bioseguridad. En dicho informe se deberd incluir informacion sobre las posibles
incidencias, si las hubiera. La remision de esta informacion serd condicion indispensable para la
concesion de futuras autorizaciones de ensayos con organismos modificados genéticamente.

Madrid, a 18 de mayo de 2011



