Spravna praxe pro posouzeni GMO aspekti Kklinickych hodnoceni 1é¢ivych
pripravki, ve kterych jsou klinickymi vektory adeno-asociované viry (AAYV)

1. Uvod

Adeno-asociované virové vektory (AAV) mohou byt pouZzity k vyrobé 1éCivych piipravki. Tyto
vektory jsou odvozeny z adeno-asociovaného viru, jednovlidknového DNA viru z Celedi
Parvoviridae.

Adeno-asociované viry jsou rozSiteny u mnoha druhi zvitat i u lidi: odhaduje se, Ze piiblizné
80 % dospclé lidské populace je séropozitivni nejméné na jeden AAV sérotyp. Pres
,vSudypfitomnost* adeno-asociovanych virii a vysokou frekvenci imunity vii¢i nim, nejsou tyto
viry spojovany s zddnym onemocnénim ¢lovéka nebo zvitat.

Adeno-asociované viry jsou schopné replikace pouze tehdy, je-li buiika zaroven infikovana
pomocnym virem (helper virus). Replikaci pfirozené se vyskytujicich (,,wild-type*) adeno-
asociovanych virli umoziuji adenoviry, herpes simplex virus, virus Aujeszkyho choroby
(pseudorabies virus) a lidsky papilloma virus. V pfitomnosti pomocného viru probéhne
produktivni infekce - dojde k aktivaci adeno-asociovaného viru, charakterizované replikaci
genomu, expresi virovych genli a produkci virionti. Bez pfitomnosti pomocného viru
v infikované bunice mtize DNA adeno-asociovaného viru pfetrvavat v bunééném jadru
v epizomdlni formé¢, nebo se mtiZe integrovat do genomu hostitelské buiiky, coz vede k latentni
infekci. Latentni infekce adeno-asociovanym virem mtiZe byt reaktivovdna infekci bunky
pomocnym virem. Integrace adeno-asociovaného viru do preferovaného lokusu DNA
hostitelské bunky, jako napf. integrace do AAVS]1, je zprostiedkovana Rep proteinem adeno-
asociovaného viru.

Adeno-asociované viry mohou infikovat jak délici se, tak nedélici se buiikky a mohou infikovat
Siroké spektrum typd bunck, ackoliv specifické sérotypy mohou byt spojeny s tcinnéjSim
tkanovym tropismem.

Adeno-asociované virové Castice jsou neobalené a jsou vysoce stabilni v prostiedi, i kdyZ jsou
desikovany.

U vektorti pouzivanych v klinické praxi je odstranén téméi cely genom pfirozeného viru,
s vyjimkou obrdcenych koncovych repetic (inverted terminal repeats, ITR). To poskytuje
kapacitu pro maximdlni velikost vloZeného genetického materidlu (packaging capacity)
obvykle od 4,4 do 4,7 kb, ackoliv ur¢itymi produkénimi postupy muliZe byt tato kapacita AAV
vektoru zvySena aZ na maximéalni hodnotu 6 kb.

K piipravé AAV klinickych vektori mohou byt pouzity rizné strategie, ale zdkladni funkéni
prvky jsou ndsledujici:

- obracené koncové repetice (ITR) adeno-asociovaného viru obklopujici gen, ktery je
predmétem zdjmu (tento konstrukt obsahuje cis elementy nutné pro sbalovani a replikaci
jednovlaknového DNA genomu),

- genetické sekvence (Rep a Cap), nezbytné pro replikaci adeno-asociovaného viru a proteiny



virové kapsidy (vétSinou jsou doddvany ve formé trans, a to v plazmidu, bakulovirovém
vektoru nebo v pakdzovaci bunécné linii),

- funkce pomocného viru: zde je mozné pouZit nékolik postupd, od diivéjstho pouZiti ko-
infekce pomocnym virem ke ko-transfekci plazmidem nebo ko-transdukci vektory
odvozenymi z bakuloviru a kédujicimi pomocné geny,

- bunécna linie schopnd podpofit replikaci pomocného viru a adeno-asociovaného viru.

Vzhledem k vySe uvedenému a s ohledem na zkusenosti ziskané posuzovanim AAYV klinickych
vektorti by posouzeni Zadosti o provadéni klinického hodnoceni 1éCivych piipravki s AAV
klinickymi vektory mélo byt zaloZeno na prvcich uvedenych v Zadosti (viz formuléf Zadosti o
klinickd hodnoceni humaénnich 1é¢ivych piipravkll obsahujicich adeno-asociované virové
vektory).

Klinické hodnoceni s AAV klinickymi vektory, provadéné v souladu s pozadavky specifického
hodnoceni rizika podle Sekce 2, miZe probihat v prvni kategorii rizika uzavieného nakladani
s geneticky modifikovanymi organismy (BSL-1).

2. Specifické hodnoceni rizika pro Zivotni prostiredi

Toto specifické hodnoceni rizika pro Zivotni prostfedi mize byt pouZzito pro AAV klinické
vektory pouze tehdy, jestlize zadatel prokaze, ze nemuze dojit k vytvorfeni viru schopného
replikace a ze transgen neni Skodlivy.

2.1. Identifikace a charakterizace nebezpeci

MozZna nebezpedi pro lidské zdravi

* Nebezpeci plynouci z vylucovani/uvoliiovdni (shedding) adeno-asociovanych virii
schopnych replikace: Existuje potencidlni nebezpeci, Ze klinicky vektor by ziskal schopnost
replikace, jestlize by doSlo k rekombinaci klinického vektoru v ¢lovéku, ktery by byl
zéroven infikovan pfirozené¢ se vyskytujicim adeno-asociovanym virem a pomocnym
virem, a po této rekombinaci by nasledovalo uvolnéni do Zivotniho prostiedi. Produktem
rekombinace by byl adeno-asociovany virus. Vzhledem k tomu, Ze adeno-asociované viry
nejsou spojovany s Zadnou zndmou patogenitou a Ze v klinickém vektoru neni zZadny
nebezpe¢ny insert, Ize povazovat nebezpeCi plynouci z vyluCovani/uvoliiovani adeno-
asociovanych virti schopnych replikace za velmi nizké.

* Nebezpeci plynouci z dlouhodobé perzistence klinického vektoru v transdukovanych
bunkdch (latentni infekce): Klinicky vektor je poddvan pacientim za ti¢elem 1écby urcitého
stavu. Perzistence klinického vektoru v bunkéch 1éceného pacienta je ocekavand, zddouci
vlastnost vektoru a nepiedstavuje nebezpeci pro lidské zdravi. Nicméné ndhodny ptrenos
klinického vektoru na jinou osobu, nez je oSetfovany pacient, mize vést k transdukci AAV
klinickym vektorem. V takovém piipadé¢ se ocekavd, ze DNA pieneseného klinického
vektoru bude pretrvavat v transdukovanych bunkéach necilového pifjemce ve formé
stabilnich epizomt, nebo se AAV Kklinicky vektor miiZze — ve vzicnych piipadech —
integrovat (viz dalsi bod).



Vzhledem ktomu, Ze adeno-asociované viry nejsou spojovany s Zadnou zndmou
patogenitou a Ze v klinickém vektoru neni Z4adny nebezpecny insert, lze povaZovat
nebezpecni plynouci z dlouhodobé perzistence klinického vektoru v transdukovanych
buikdch za velmi nizké.

Nebezpeci plynouci zinzercni mutageneze: UrCité ptirozené¢ se vyskytujici adeno-
asociované viry se mohou stabiln¢ integrovat do specifického lokusu v genomu hostitelské
buitky (AAVS1 do dlouhého raménka lidského chromozomu 19); v piipad€ integrace
zustdvaji nepatogenni. Naproti tomu rekombinantni adeno-asociované viry ztratily
schopnost integrovat se do specifického mista genomu hostitelské buiiky.

Integrace klinického vektoru do nespecifického mista genomu infikovanych bunék miize
vést k inzeréni mutagenezi u jedinc, ktefi jsou vystaveni produktu v pfipadé nehody nebo
pii jeho pfitomnosti v prostiedi (v disledku vylu¢ovani/uvoliovani - shedding). Jestlize by
se riziko integrace do nespecifického mista realizovalo, 1ze disledky pro postizené osoby
povazovat za stfedn€ zdvazné.

Nebezpeci plynouci z vertikdlniho prenosu / prenosu po zdrodecné linii: Studie
biodistribuce na zvitfatech ukdzaly, Ze DNA z AAV Kklinickych vektorii muze byt
detekovdana v DNA gondd po rtizné dlouhou dobu. Pfitomnost rekombinantniho adeno-
asociovaného viru v gonadédch tudiZ nelze vyloucit.

V pravnich predpisech EU, které upravuji provadéni klinickych hodnoceni humannich
1é¢ivych piipravkl, jsou stanovena pravidla pro piedchdzeni nebezpeci spojenych
s vertikdlnim pfenosem / ptenosem po zarodecné linii (zdkaz modifikace lidské zarodecné
linie a omezeni, pokud jde o provadéni klinickych hodnoceni s téhotnymi a kojicimi
Zenami). Toto hodnoceni rizika pro Zivotni prostiedi se tedy dédle pfenosem po zarodec¢né
linii nezabyva.

MoZna nebezpedi pro zvitata anebo pro Zivotni prostredi

2.2

Nebezpeci pro zvirata: Zvitata mohou byt pfirozenymi hostiteli urcitych adeno-
asociovanych vira. Je tedy nutno zvazit i potencidlni nebezpeci pro zvitata, kterd ptijdou do
styku s klinickym vektorem vylouc¢enym/uvolnénym ze subjektu klinického hodnoceni
(shedding). Vzhledem k tomu, Ze adeno-asociované viry nejsou spojovany s Zadnou

zndmou patogenitou a Ze v klinickém vektoru neni Zadny nebezpecny insert, 1ze povaZovat
nebezpeci pro zvirata za velmi nizké.

Charakterizace expozice

Pravdépodobnost nepriznivych vicinkit spojenych s rekombinaci / mobilizaci

Rekombinované Castice by mély geny rep a cap, stéle by ale byly replika¢né defektni (stejné

jako pfirozen¢ se vyskytujici virus). TudiZ jediny mechanismus, jak by mohla nastat mobilizace
je, Ze stejnd buiika by byla soucasn¢ infikovana klinickym vektorem, pfirozen¢ se vyskytujicim

adeno-asociovanym virem a pomocnym virem (trojitd infekce). Pravdépodobnost, Ze dojde
simultanné k trojité infekci, 1ze povazovat za velmi nizkou.

Pravdépodobnost nepriznivych iicinkit spojenych s dlouhodobou perzistenci klinického vektoru



v transdukovanych bunkdch (latentni infekce)

Mozné scénére:

(1) Néhodny pfenos na necilové osoby: Moznym scéndfem ndhodného pfenosu na jiné osoby,
nez je subjekt klinického hodnoceni, miZe byt poranéni jehlou pfi aplikaci 1éCivého
piipravku pacientovi nebo expozice zdravotnického persondlu pfi zachazeni s produktem.
Hodnoceny 1€¢ivy piipravek je poddvan skolenym persondlem ve vysoce zabezpeCeném
prostiedi, coZ minimalizuje moznost, ze by béhem podéani léCivého piipravku nebo
zachdzeni snim mohlo dojit k ndhodnému pienosu. Pravdépodobnost vyskytu
nepfiznivych uc¢inkl Ize tudiz povazovat za velmi nizkou.

(2) Ptenos vylucovdnim/uvoliiovdnim do prostiedi (shedding): Osoby, které jsou v blizkém
kontaktu se subjektem klinického hodnoceni, mohou byt kontaminovany AAV klinickym
vektorem prostiednictvim napi. slin, krve, slz, spermatu, moci nebo stolice subjektu
klinického hodnoceni. Pravdépodobnost vylu¢ovani/uvoliovani klinického vektoru mize
byt nizkd nebo stiedni, v zdvislosti na jeho vlastnostech a na cest¢ podani. V kazdém
piipadé bude kvantitativni expozice blizkych osob klinickému vektoru mnohem nizsi, nez
je klinickd davka. Pravdépodobnost vyskytu nepiiznivych Gc¢inkl Ize tudiZ povazovat za
nizkou.

(3) Darovéni krve, bunék, tkdni nebo orgdnt: Vylucovaci kritéria pro darce omezuji moznosti
subjektti darovat krev, buriky, tkan€ nebo orgdny. Kdyby se pacient 1éceny AAV klinickym
vektorem stal darcem krve, bunck, tkdni nebo organi, piijemce by mohl byt vystaven AAV
klinickému vektoru. Kvantitativni expozice klinickému vektoru by ale pfi tomto scénafi
byla mnohem niz$i, nez je klinickd ddvka. Pravdépodobnost vyskytu neptiznivych ucinki

1ze tudiZ povazovat za velmi nizkou.
Pravdépodobnost nepriznivych iicinkii spojenych s inzercni mutagenezi

Pfi¢innd souvislost mezi infekci rekombinantnimi adeno-asociovanymi viry a inzer¢ni
mutagenezi je teoretickou moZznosti, kterd byla zkouména v rdmci preklinickych studii, ale
dosud nebyla Zadna piicinnd souvislost zjiSténa. Obdobné v klinickych hodnocenich s AAV
klinickymi vektory dosud nebyla zjis$téna pficinnd souvislost mezi poddnim lé¢ivych piipravkl
zaloZenych na adeno-asociovanych virech a inzer¢ni mutagenezi.

Pravdépodobnost, Ze by k inzeréni mutagenezi mohlo dojit v piipadé nékterého ze tii vyse
popsanych scénaiit mozné ndhodné nebo netimyslné expozice AAV klinickému vektoru, Ize
povazovat za zanedbatelnou.

Pravdépodobnost nepriznivych ucinkii spojenych s prenosem na zvirata

Zvitata mohou byt vystavena ¢asticim klinického vektoru vyloucenym/uvolnénym subjektem
klinického hodnoceni (shedding). MoZnym scéndrfem je dit€ 1écené AAV klinickym vektorem,
které si hraje se svym oblibenym zvifdtkem. Kvantitativni expozice klinickému vektoru by ale
byla mnohem niZ$i, neZ je klinickd davka. Z toho plyne, Ze pravdépodobnost netimyslného
pfenosu vyznamného mnoZstvi (rekombinantniho) adeno-asociovaného viru na zvirata
prostrednictvim vyluCovani 1ze povaZovat za velmi nizkou.



2.3.  Charakterizace rizika

Riziko spojené s rekombinaci / mobilizact

Pokud by nastal ten nepravdépodobny sled uddlosti, Ze buiiky transdukované klinickym
vektorem by byly soucasné infikovany ptirozené se vyskytujicim adeno-asociovanym virem a
vhodnym pomocnym virem, lze ocekdvat, Ze vysledkem by byla produkce pfirozené se
vyskytujictho adeno-asociovaného viru a vice Castic vektoru, které by nebyly schopné
replikace, jelikoz by stdle neobsahovaly geny rep a cap. Tudiz riziko pro Zivotni prostiedi a
lidskou populaci 1ze povazovat za zanedbatelné.

Riziko spojené s dlouhodobou perzistenci klinického vektoru v transdukovanych bunikdch
(latentni infekce)

U necilovych osob se muze vyvinout latentni infekce AAV klinickym vektorem v dusledku
téchto scénafi:

(1) Néhodny pfenos na necilové osoby: adeno-asociované viry nejsou spojovany s zadnym
onemocnénim Clovéka presto, Ze jsou v populaci zna¢né rozsitené. V téle osob, které jiz
maji vyvinutou imunitu vic¢i adeno-asociovanym viriim z piedchozi infekce (T bunky a
Ab), budou molekuly klinického vektoru eliminovdny imunitnim systémem. Vzhledem

k tomu, Ze transgen neni spojen s zadnymi patogennimi vlastnostmi, nejsou ve spojitosti
s podanim klinického vektoru necilovym osobdm ocekdvany Zadné nepiiznivé ucinky,
piipadné budou nepiiznivé uc¢inky zanedbatelné.

Pokud jde o osoby se sniZzenou imunitou, je tfeba mit na zieteli, Ze mnoho pacienti pired
tim, neZ jim byla poddana AAV terapie, proSlo pfipravnou fazi nékolikatydenniho nebo
n¢kolikamésiéniho poddvani steroidii, aby u nich byla potla¢ena imunitni odpovéd’ na
AAV Klinicky vektor. V téchto pfipadech vyvolané imunosuprese nebylo zjiSt€no zadné
ohroZeni bezpecnosti (pacienta) spojené s poddnim klinického vektoru.

S ohledem na vySe uvedené a vzhledem k velmi malé pravdépodobnosti ndhodného
pfenosu na necilové osoby, lze povazovat riziko spojené s latentni infekci v piipadé
ndhodného pienosu klinického vektoru na necilové osoby za zanedbatelné.

(2) Pirenos vyluovanim/uvoliovdnim do prostiedi (shedding): V disledku nizké miry
nakazlivosti rekombinantnich adeno-asociovanych viri by pro t¢innou transdukci bunék
byl potieba vysoky titr. TudiZ je velmi nepravdépodobné, Ze by vylucované/uvoliiované
¢astice mély dostate¢nou schopnost vyvolat u ¢lovéka né¢jakou vyznamnou infekci.

Navic neni zndmo, Ze by adeno-asociované viry zpusobovaly onemocnéni lidi. Ddle téz
diky tomu, Ze nebyly identifikovany zadné toxické nebo Skodlivé vlastnosti v souvislosti
s expresi transgenu, lze riziko spojené s latentni infekci v piipadé vystaveni Casticim
klinického vektoru, vyluCovanym/uvoliiovanym z téla subjektu klinického hodnocenti,
povazovat za zanedbatelné. I kdyby blizké osoby, které ptisly do styku s AAV klinickym
vektorem vylu¢ovanym/uvoliovanym z téla subjektu klinického hodnoceni, mély sniZenou
imunitu, da se predpokladat, Ze riziko bude zanedbatelné, vzhledem k nepatogenni povaze
adeno-asociovanych virl a vzhledem k omezené kvantitativni expozici.

(3) Darovdni krve, bunék, tkdni nebo orgdnt: V disledku nizké miry nakaZlivosti
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rekombinantnich adeno-asociovanych viri by pro t¢innou transdukci bun¢k by byl potieba
vysoky titr. Je tudiZ nepravdépodobné, Ze by mnoZzstvi ¢astic prenesené v pripadé transfize
nebo transplantace mohlo vyvolat néjakou vyznamnou infekci u piijemce transfiize nebo
transplantatu.

Vzhledem k nepatogenni povaze adeno-asociovanych viri a vzhledem k omezené
kvantitativni expozici lze riziko spojené s moznosti latentni infekce necilovych osob, které
dostaly krev, bunky, tkdné¢ nebo organy pacienta 1éceného AAV klinickym vektorem,
povazovat za zanedbatelné.

Riziko spojené s inzercni mutagenezi

K inzeréni mutagenezi u jinych osob, neZ je subjekt klinického hodnoceni, miZe dojit v
disledku expozice AAV Kklinickému vektoru podle jednoho ze tii scénafti: ndahodnym
pfenosem, vyluovanim/uvolnovanim z téla subjektu klinického hodnoceni, darovanim krve,
bungk, tkani nebo organd.

Vzhledem k tomu, Ze:

* u pacientll 1é€enych AAV klinickymi vektory (vcetné pacientli s potlatenou imunitou)
nebyl pozorovan vznik nadori v souvislosti s AAV klinickymi vektory,

s\ s

* kvantitativni expozice ve vyse popsanych tfech scénatfich nemuize byt vétsi nez klinicka
davka a

* d4 se ocekdvat, ze molekuly klinického vektory budou eliminovany imunitnim systémem
doty¢né osoby,

lze povazovat riziko inzer¢ni mutageneze u necilovych osob za zanedbatelné.
Riziko spojené s prenosem na zvirata

Neni zndmo, Ze by adeno-asociované viry byly patogenni pro zvitata. V dasledku nizké miry
nakaZlivosti rekombinantnich adeno-asociovanych virti by pro G¢innou transdukci bunék byl
potieba vysoky titr. TudiZ je velmi nepravdépodobné, Ze by vyluCované/uvolnéné castice mély
dostateCnou schopnost vyvolat u zvitete né¢jakou vyznamnou infekci. Kromé toho v AAV
klinickém vektoru neni pfitomen Zadny nebezpecny produkt.

Riziko spojené s pfenosem na zvitata lze tedy povazovat za zanedbatelné.

3.4. Strategie iizeni rizika

Zadatel by mé&l zvézit, zda pfijmout strategie fizeni rizika, aby byla minimalizovdna moZnost
ndhodné expozice zdravotniho persondlu na pracovisti, kde probiha klinické hodnoceni. Tato
opatfeni by mé¢la byt uvedena v sekci 3.6 zddosti o klinické hodnoceni.

3.5. Stanoveni celkového rizika a zavéry

Za predpokladu, Ze budou uplatiiovéna tidici opatfeni popsana Zadatelem, celkova rizika pro
lidské zdravi 1ze povazovat za zanedbatelna.



