Spravna praxe pro posouzeni GMO aspektii klinickych hodnoceni lé¢ivych
pripravka s lidskymi buiikami geneticky modifikovanymi retrovirovymi
nebo lentivirovymi vektory

1. Uvod

V Evropské unii musi klinickd hodnoceni 1éCivych piipravki, které sestavaji z geneticky
modifikovanych organismt (ddle jen ,,GMO®)' nebo tyto organismy obsahuji, spliiovat
pozadavky legislativy upravujici klinickd hodnoceni?. Schvalovaci procedura podle pravnich
predpisii o klinickych hodnocenich je zamétend na zajiSténi prav, bezpec€nosti, diistojnosti
a kvality Zivota subjektti hodnoceni a téZ na spolehlivost a robustnost ziskanych ddaju.

Klinicka hodnoceni 1é¢ivych piipravki, které sestavaji z GMO nebo tyto organismy obsahuji,
musi téz spliiovat piislusné pozadavky smérnice 2001/18/ES o zamérném uvoliiovani geneticky
modifikovanych organismi do Zivotniho prostiedi® (,,pravidla uvadéni do Zivotniho prostfedi*)
nebo pozadavky smeérnice 2009/41/ES o uzavieném naklddani s geneticky modifikovanymi
mikroorganismy* (,,pravidla uzavieného nakldd4ni*). Cilem pravnich pfedpisi o GMO je
zajistit vysokou uroven ochrany lidského zdravi a Zivotniho prostiedi.

Nové poznatky v biomediciné pfindseji nadéji, Ze diky 1éCivym piipravkiim genové terapie
bude mozné tesit nékteré dosud neuspokojené potieby soucasné mediciny anebo pouzit nové
zpusoby 1éCby onkologickych onemocnéni nebo neurodegenerativnich poruch. Lécivé
piipravky pro genovou terapii zahrnuji Siroké spektrum produktii s riznou mirou rizik pro
lidské zdravi a Zivotni prostiedi. V této souvislosti vyvstala potieba vypracovani metodického
pokynu k aplikaci piedpisti o naklddani s GMO pfi klinickych hodnocenich 1é¢ivych piipravki
s lidskymi bunkami modifikovanymi retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory. Metodicky
pokyn by mél zohlediovat specifické vlastnosti téchto hodnocenych 1é€ivych piipravki a jejich
rizika pro lidské zdravi a Zivotni prostredi.

1V tomto dokumentu se pod oznadenim “GMO” rozumi jak geneticky modifikované organismy definované v
¢lanku 2(2) smérnice 2001/18/ES, tak geneticky modifikované mikroorganismy definované v ¢lanku 2(a) smérnice
2009/41/ES. V prévnich piedpisech Ceské republiky uvedené pojmy stanovi § 2 pism. d) a e) zdkona &. 78/2004

Ny

Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni pozd¢jsich predpist.

2 Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 536/2014 ze dne 16. dubna 2014 o klinickych hodnocenich
huménnich 1é¢ivych piipravki a o zruSeni smérnice 2001/20/ES. Do doby, nez nafizeni nabyde tcinnosti, plati
smérnice 2001/20/ES (Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2001/20/ES ze dne 4. dubna 2001 o sblizovani
pravnich a spravnich predpistu ¢lenskych statt tykajicich se uplatiiovani spravné klinické praxe pti provadéni
klinickych hodnoceni humannich 1é¢ivych ptipravki).

3 Smérnice Evropského Parlamentu a Rady 2001/18/ES ze dne 21. bfezna 2001 o zdmé&rném uvolfiovéani geneticky

modifikovanych organismi do Zivotniho prostfedi a o zruSeni smérnice Rady 90/220/EHS. V CR zikon &. 78/2004
Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi produkty, ve znéni pozdé&jsich predpist.

# Smérnice Evropského Parlamentu a Rady 2009/41/ES ze dne 6. kvétna 2009 o uzavieném naklddan{ s geneticky
modifikovanymi mikroorganismy. V CR zakon &. 78/2004 Sb.



Tento dokument o spravné praxi byl vypracovan spoleéné Evropskou komisi® a kompetentnimi
organy clenskych stati odpovédnymi za implementaci pravnich piedpisi o klinickych
hodnocenich a kompetentnimi orgdny odpovédnymi za implementaci pravnich pfepisi o
naklddani s GMO na zdklad¢ dosavadnich zkuSenosti s uvedenym typem lécivych piipravkd.
Dokument vychdzi z principi politik v oblasti vyzkumu a inovaci vyjadfenych Radou EU,
konkrétn¢ z vyjadieni o vyuZziti vSech moznosti, které skytd soucasnd legislativa, k usnadnéni
investic do vyzkumu a inovaci. Podle zadvéri Rady by za timto icelem mély ¢lenské staty mimo
jiné zvézit pfehodnoceni svych narodnich pravnich piedpist a implementace prava EU°.
Tento dokument o spradvné praxi je urcen k pouZiti spolecné s jednotnym formuldfem zadosti
specificky vypracovanym pro dany typ hodnocenych 1é¢ivych ptipravki. (Formulat Zadosti o
klinické hodnoceni 1éCivych piipravkll s lidskymi bunikami geneticky modifikovanymi
virovymi vektory)

2. Rozsah pouziti dokumentu

Tento dokument poskytuje pokyny pro implementaci pravnich ptedpist o nakladani s GMO pfi
provadéni klinickych hodnoceni s lidskymi bunikami geneticky modifikovanymi virovymi
vektory v téch pripadech, kdy Zadatel prokéze, Ze:

Pro lidské buniky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory:

i) nehrozi riziko vzniku viru schopného replikace nebo je toto riziko zanedbatelné,
v souladu s ¢asti 3(1) a

i1) koncentrace zbytkovych infek¢nich retrovirovych nebo lentivirovych ¢astic v kone€ném
produktu byla sniZena na zanedbatelnou hodnotu, v souladu s ¢asti 3(2), nebo riziko
spojené s ptitomnosti zbytkovych infekénich virovych ¢astic v kone€ném produktu je
vyhodnoceno jako zanedbatelné, v souladu s ¢asti 3(3).

Pro ucely tohoto dokumentu ,;retrovirovy vektor* znamend mysi gama-retrovirové vektory.
Pokud jde o lentivirové vektory, tento dokument byl vypracovan na zdklad¢ znalosti o lidskych
buinikdch transdukovanych lentivirovymi vektory odvozenymi od HIV viru. V piipadé
lentivirovych vektorit odvozenych z jinych virt je doporuceno predem konzultovat hodnoceni
rizika s Ministerstvem Zivotniho prostredi.

Pro lidské bunky geneticky modifikované adeno-asociovanymi virovymi vektory (AAV):

1) nehrozi riziko vzniku viru schopného replikace nebo je toto riziko zanedbatelné,
v souladu s ¢asti 3(1) a

i1) pokud je v produkénim systému pouZzit pomocny virus (helper virus), kone¢ny produkt

® Tento dokument je jednim z vystupti z jedndni s ndrodnimi kompetentnimi orgdny o vzdjemnych souvislostech
legislativy EU v oblasti nakladani s GMO a legislativy o klinickych hodnocenich humannich 1é¢ivych piipravkd,
jak stanovil Akén{ plan pro 1é¢ivé piipravky pro moderni terapie, piijaty Evropskou komisi — GR pro zdravi a
bezpecnost potravin a Evropskou agenturou pro 1é¢ivé piipravky.

6 Zavéry Rady k pravnimu prostiedi pfiznivému pro vyzkum a inovace, pfijaté Radou EU na jejim 3470. zasedéan{
dne 27. kvétna 2019



neobsahuje zbytkové pomocné viry. To miiZze byt prokdzano na drovni virového vektoru.

Pozadavky stanovené v tomto dokumentu lze pouZit jak v ptipadech, kdy klinické hodnoceni
spadd pod pravidla uvadéni do Zivotniho prostiedi, tak i v ptipadech, kdy klinické hodnoceni
spadd pod pravidla uzavieného nakladani.

Je tfeba zdlraznit, Ze obsah tohoto dokumentu (v¢etné specifického hodnoceni rizik pro Zivotni
prostiedi) nelze vztdhnout na jiné produkty, nez na vyse specifikované geneticky modifikované
lidské buriky.

3. Pozadavky na tidaje a na hodnoceni rizika pro Zivotni prostiredi

Lidské bunky se v Zivotnim prostfedi nemohou mnoZit, nebot’ jsou schopny pfezivat pouze v
lidském téle nebo za specifickych podminek kultivace in vitro. Z toho plyne, Ze pokud
hodnoceny 1€¢ivy ptipravek sestdva z lidskych bunék geneticky modifikovanych virovymi
vektory, jeho rizika pro Zivotni prostiedi a lidské zdravi jsou spojena predev§im s moZnosti
vytvoreni viru schopného replikace a s pfitomnosti zbytkovych infekénich Castic virového
vektoru v kone¢ném produktu, které by se mohly uvolnit do Zivotniho prostfedi (vztahuje se
zejména na lidské bunky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory).

S ohledem na tyto skute¢nosti a na zdkladé¢ zkuSenosti ziskanych clenskymi stity EU
pii posuzovani nakladéani s lidskymi buiitkami geneticky modifikovanymi virovymi vektory, by
posouzeni zadosti o klinické hodnoceni 1é¢ivych piipravki, na néz se vztahuje tento dokument,
melo byt zaloZzeno na popisu pouZzitého virového vektoru, ddle pak na prokazani, Ze nemiiZze
vzniknout virus schopny replikace, a - v pfipadé lidskych bunék geneticky modifikovanych
retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory - na udajich, jimiz uzivatel doklada, Ze koncentrace
zbytkovych infekcnich retrovirovych nebo lentivirovych ¢astic byla sniZena na zanedbatelnou
hodnotu, nebo Ze mnoZstvi zbytkovych ¢astic vektoru pfitomnych v kone¢ném produktu
nepredstavuje pro Zivotni prostiedi riziko vy$$i neZ zanedbatelné. Za timto ticelem odsouhlasily
kompetentni orgidny clenskych zemi jednotny formuldf Zadosti o povoleni klinického
hodnoceni 1é¢ivych piipravkl, na néz se vztahuje tento dokument, z hlediska pravni dpravy
nakladani s GMO (viz formuladf Zadosti o klinické hodnoceni 1é¢ivych piipravkl s lidskymi
bunikami geneticky modifikovanymi virovymi vektory).

Vzhledem k tomu, Ze provadéni klinickych hodnoceni 1éCivych ptipravki, na néZ se vztahuje
tento dokument, nepfindsi Zadnd rizika pro vetejné zdravi ani pro Zivotni prostfedi, 1ze pro ticely
hodnoceni rizik pro Zivotni prostiedi pouZit specificky postup podle ptilohy k tomuto
dokumentu.

3.1.  Prokdzdni skutecnosti, Ze nevznikd virus schopny replikace

Me¢élo by byt minimalizovdno riziko vzdjemné rekombinace jednotlivych c¢asti virového
vektorového systému nebo jejich rekombinace s bunénymi sekvencemi, které by mohlo vést
ke vzniku viru schopného replikace. Zadatelé by méli vénovat zvl4$tni pozornost nésledujicim
aspektlim:

e Produkéni systém musi byt nastaven tak, aby byla minimalizovana piitomnost sekvenci



potfebnych k vytvofeni viru schopného replikace.’

» Kazda Sarze, kterd ma byt pouzita pro transdukci, je validovanou zkouskou testovana
na pfitomnost viru schopného replikace, a to na trovni virového produkéniho systému®,
popfiipadé¢ je testovan konecny produkt (v ptipad¢, kdy neprobéhlo testovani na trovni
virového produkéniho systému, musi byt testovdana kazda Sarze konecného 1éCivého
piipravku).

Dalsi pozadavky pro lidské buniky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi
vektory:

* Pouzivana produkcni bunécna linie neobsahuje HIV-1, HIV-2, HTLV-1, HTLV-2, SIV
ani zadny jiny obdobny retrovirus nebo lentivirus, jehoZ pfitomnost by mohla vést ke
komplementaci anebo rekombinaci retrovirového, piipadné lentivirového vektoru.

* PouZivany insert, pfipadné inserty, nevedou ke komplementaci retrovirového nebo
lentivirového vektoru.

Dalsi poZzadavky pro lidské bunky geneticky modifikované AAV:

Pokud je v produkénim systému pouzit pomocny virus (helper virus), kone¢ny produkt
neobsahuje zbytkové pomocné viry. To miiZe byt prokdzano na drovni virového vektoru.

3.2.  Pritomnost zbytkovych infekcnich cdstic virového vektoru v konecném produktu (pouze
pro lidské buniky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory)

Zadatelé by méli prokdzat, e koncentrace zbytkovych infekénich retrovirovych nebo
lentivirovych ¢éstic byly sniZeny na zanedbatelné hodnoty. Zptisobt, jak to prokdzat, mtze byt
vice, vcetn¢ kvalitativnich a kvantitativnich metod. MuzZe byt pouZit vzorec uvedeny
v tabulce 1, nicméné¢ lze akceptovat i dal$i metody.

Pokud jsou v kone¢ném produktu pfitomny zbytkové infekéni retrovirové nebo lentivirové
Castice ve vetsi nez zanedbatelné koncentraci, zadatel poskytne idaje a dopliikové hodnoceni
rizika tykajici se téchto zbytkovych infekénich retrovirovych nebo lentivirovych ¢astic
v souladu s ¢asti 3(3).

3. 3. Hodnoceni rizika v pripade, Ze v konecném produktu jsou pritomny zbytkové infekcni
cdstice virového vektoru (pouze pro lidské bunky geneticky modifikované retrovirovymi
nebo lentivirovymi vektory)

V ptipadech, kdy jsou v kone¢ném produktu pfitomny zbytkové infek¢ni retrovirové nebo
lentivirové Castice ve vétsi nez zanedbatelné koncentraci, Zadatel poskytne v Zadosti (Zadost o
klinické hodnoceni 1éCivych piipravki s lidskymi buiitkami geneticky modifikovanymi
virovymi vektory) informaci o odhadovaném poctu zbytkovych infek¢nich retrovirovych nebo
lentivirovych ¢éstic v konecném produktu a prokaze, Ze pfitomnost zbytkovych ¢astic vektoru

7V soucasné dobé& napt. self-inactivating (SIN) systémy 2. a 3. generace a translentivirové systémy 4. generace.
8 Validovand metoda musi odpovidat ddvce, ktera je poddvéna subjektu klinického hodnocenti.



v kone¢ném produktu s ohledem na opatieni k minimalizaci rizika — tam, kde jsou pfiijata —
popsand v Sekci 3 zZadosti, nepiedstavuje pro Zivotni prostredi riziko vyssi neZ zanedbatelné.

4. Pozadavky na vyrobu a arovné uzaviceni

Vyroba hodnocenych 1é¢ivych piipravki, na nézZ se vztahuje tento dokument, by méla probihat
za odpovidajicich podminek. Vyroba virovych vektort a transdukce lidskych bun€k virovymi
vektory ex vivo tudiZ spadd pod predpisy o uzavieném naklddéni s geneticky modifikovanymi
organismy. Vyroba hodnocenych 1éc¢ivych piipravkll (vCetné geneticky modifikovanych
lidskych bungk) by zdroveii méla probihat podle spravné vyrobni praxe.’

Kategorie rizika uvedenych ¢innosti (biosafety level, BSL) by méla byt stanovena v zavislosti
na specifickych vlastnostech vektorového systému. Pro zatazeni do kategorie rizika (BSL level)
je tieba vzit v ivahu nasledujici:

Lidské bunky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory:

1) VétSina vyrobnich Cinnosti s buitkami, které zahrnuji lentivirové systémy (systémy 2. a 3.
generace a translentivirové systémy 4. generace) nebo (mysi gama-) retrovirové systémy, miize
byt provddéna v podminkédch druhé kategorie rizika (BSL-2).

ii) Transdukce bun¢k by méla byt provadéna za podminek druhé kategorie rizika (BSL-2).

iii) Pro nasledné ¢innosti vyrobniho postupu (down-stream, po transdukci) muze byt kategorie

rizika sniZena na prvni kategorii (BSL-1), pokud jsou splnény vSechny podminky uvedené
v nésledujici tabulce.

Tabulka 1- Kritéria pro sniZeni kategorie rizika na prvni kategorii rizika (BSL-1)

Kritérium Podminky (kumulativni vycet, vSechny podminky musi byt
splnény soucasné)

Molekularni « Uplnd  charakterizace  virového  vektoru pouZitého

charakterizace pouZzitych k transdukci buné€k (tj. dplnd sekvence) a charakterizace

vektorQ kritickych ¢asti pomocnych (helper) a sbalovacich

(packaging) vektoru.
* M¢lo by byt prokédzano, ze nedoslo k Zddnym odchylkam od
piredpokladanych sekvenci.
*  Produk¢ni systém je nastaven tak, aby byla minimalizovana
pfitomnost sekvenci potfebnych k vytvofeni viru
V produkénim virovém schopného replikace.'”
systému nevznika virus
schopny replikace

* Pouzivand produk¢ni bunécnd linie neobsahuje HIV-1,
HIV-2, HTLV-1, HTLV-2, SIV ani Zadny jiny obdobny
retrovirus nebo lentivirus, jehoz pfitomnost by mohla vést
ke komplementaci anebo k rekombinaci retrovirového,
piipadné lentivirového vektoru.

® https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/files/eudralex/vol-4/2017_11_22_guidelines_gmp_for_atmps.pdf

10V soucasné dobé napf. self-inactivating (SIN) systémy 2. a 3. generace a translentivirové systémy 4. generace.
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» Kazda SarzZe retrovirit nebo lentivirii pouzité pro transdukci
je validovanou zkouSkou testovdna na pfitomnost viru
schopného replikace.

* Pouzivany insert, piipadné¢ inserty, nevedou ke
komplementaci retrovirového, piipadné¢ lentivirového
vektoru.

Geneticky modifikované
buiiky neobsahuji virus
schopny replikace

* Jsou vylouceny bunky od HIV a HTLV pozitivnich pacientii
nebo dérci.

* Transdukované buiiky byly validovanou zkouskou testovany
na piitomnost retroviru, pitipadné lentiviru schopného
replikace. Vyjimku tvofi ptipady, kdy Zadatel zdGvodnil, Ze
takové testovani neni nutné (napt. kdyz byla nepfitomnost
viru schopného replikace prokdzdna na udrovni virového
produkéniho systému).

Po transdukci nesmi byt
v geneticky
modifikovanych buiikach
pfitomny zbytkové
infek¢ni virové Castice

Koncentrace zbytkovych infekénich castic byly sniZzeny na
zanedbatelné hodnoty. Zptsobii, jak to prokazat, muze byt vice,
vcetné kvalitativnich a kvantitativnich metod.

Je pfipustné, aby zadatel poskytl teoretické vypocty, pokud
odivodni teoretickd anebo empirickd vychodiska pro pouzité
parametry a odhady.

Napiiklad niZe uvedeny vzorec'! miiZe byt pouZit ke stanoveni
takzvaného ,,redukéniho poméru® (reduction ratio), aby bylo
mozno snizit kategorii rizika z druhé na prvni (z BSL-2 na
BSL-1):

Reduction ratio = (RIV x R2" x 2F7)/C?

V tomto vzorci:

R1 uddvd, kolikrdt se sniZi pocet virovych Ccdstic v jednom
promyvacim kroku'?

W je pocet promyvacich krokii

R2 uddvad, kolikrdt se sniZi pocet virovych cdstic inaktivacnimi
promyvacimi kroky s trypsinem, toto sniZeni je treba upravit
podle obalu pouZitého pro pseudotypizaci

I je pocet inaktivacnich promyvacich krokii

T je doba kultivace po transdukci vyjddrend ve dnech

F Faktor F ve vzorci vychdzi z biologického polocasu,
vyjddreného v hodindch, pro specificky pseudotypizovany
retrovirovy nebo lentivirovy vektor a zdavisi na obalu pouZitém
pro pseudotypizaci a na podminkdch kultivace.’’

Ci je pocdtecni titr virii, pouZity v inokulu.

1 Tento vzorec je zaloZen na vzorci vypracovaném Nizozemskou komisi pro genetické modifikace COGEM.

12 pouzity redukéni faktor by mél byt podloZen vysvétlenim anebo validovanymi Gdaji dodanymi Zadatelem.

13 Pouzity faktor by mél byt podloZen vysvétlenim anebo validovanymi ddaji dodanymi Zadatelem.




Virové sekvence
v geneticky
modifikovanych buiikkach | Buiiky jsou kultivoviny za takovych podminek, aby se béhem
nemohou byt kultivace piedeslo (re-)infekci retroviry nebo lentiviry z jinych
rekonstituovany tak, aby | zdroju.

vytvoftily nové virové
Castice

Lidské bunky geneticky modifikované AAV:

Vyrobni ¢innosti s buiitkami s buitkkami modifikovanymi AAV vektory mohou byt provadény
v podminkach prvni nebo druhé kategorie rizika (BSL-1 nebo BSL-2), v zavislosti na
specifickych vlastnostech daného piipadu.



Piiloha
Specifické hodnoceni rizika pro Zivotni prostredi
1. Rozsah pouziti

Toto specifické hodnoceni rizika pro Zivotni prostiedi mize byt pouzito pouze u hodnocenych
1écivych piipravki, které sestdvaji z lidskych bunék geneticky modifikovanych virovymi
vektory, jsou aplikovany v klinickych centrech v rdmci povolenych klinickych hodnoceni a
splnuji nasledujici podminky:

i) V ptfipad¢ lidskych bunék geneticky modifikovanych retrovirovymi nebo lentivirovymi
vektory Zadatel prokézal, Ze nehrozi riziko vzniku viru schopného replikace a Ze koncentrace
zbytkovych infek¢nich retrovirovych nebo lentivirovych ¢édstic v kone¢ném produktu byly
sniZzeny na zanedbatelné hodnoty. Pokud jsou v kone¢ném produktu piitomny zbytkové
infek¢ni retrovirové nebo lentivirové Castice ve veétsi neZ zanedbatelné koncentraci, Zadatel
musel prokazat, Ze riziko pro Zivotni prostfedi lze povaZovat za zanedbatelné podle Casti 3
»dpravné praxe pro posouzeni GMO aspekti klinickych hodnoceni 1éCivych ptipravku s
lidskymi buiikami geneticky modifikovanymi virovymi vektory*!“,

ii) V ptipad¢ lidskych bunék geneticky modifikovanych AAV vektory Zadatel prokézal, Ze
nehrozi riziko vzniku viru schopného replikace.

V tomto dokumentu se pod pojmem ,hodnoceny 1éCivy ptipravek® rozumi produkt, ktery
splnuje vSechny tfi vySe uvedené podminky.

2. Obecné faktory, které je tireba vzit v avahu
Lidské buiiky se v Zivotnim prostfedi nemohou mnoZit, nebot’ jsou schopny pirezivat pouze v
lidském téle nebo za specifickych podminek kultivace in vitro.

Je vysoce nepravdépodobné, Ze by exprese darcovskych gent zménila schopnost prezivani
lidskych bun€k v Zivotnim prostiedi, ale mtize zménit chovani bun€k, napft. regulaci bunécného
cyklu, apoptézu, mnozeni a pteZivani za podminek in vitro nebo v lidském t¢le.

Z toho plyne, Ze moznd nebezpeci plynouci z klinického pouziti hodnoceného 1écivého
pfipravku se vztahuji jen k lidskému zdravi. Nebezpeci pro zdravi zvifat a Zivotni prostiedi
nehrozi.

3.1. Identifikace a charakterizace nebezpeci

Nehrozi nebezpeci pro zdravi zvitat ani pro Zivotni prostiedi.

14V ptipadech, kdy jsou v kone¢ném produktu piitomny zbytkové infekéni retrovirové nebo lentivirové Céstice
v koncentracich vys$§ich nez zanedbatelnych, by zadatel mél popsat v Zadosti hodnoceni rizika souvisejictho
s ptitomnost{ téchto zbytkovych infek¢nich ¢astic virového vektoru. VSechny ostatni aspekty kone¢ného produktu
jsou pokryty Specifickym hodnocenim rizika pro Zivotni prostfedi. Pokud tedy pfitomnost zbytkovych infek¢énich

¢astic virového vektoru v koneéném produktu neptedstavuje vyssi nez zanedbatelné riziko pro Zivotni prostfedi,
riziko hodnoceného 1é¢ivého piipravku pro Zivotni prostiedi mize byt také povazZovano za zanedbatelné.



Moznéa nebezpedi pro lidské zdravi

Nebezpeci plynouct z perzistence geneticky modifikovanych lidskych bunéek v populaci

Hodnoceny 1é¢ivy piipravek je poddvan pacientim za tcelem oSetfeni, prevence nebo 1écby
ur¢itého stavu. Perzistence hodnoceného 1éCivého piipravku v téle oSetfovaného pacienta
nepiedstavuje nebezpeci pro lidské zdravi. Nicméné miiZze existovat potencidlni nebezpeci,
pokud dojde k ndhodnému podani hodnoceného 1éCivého piipravku jiné osob¢€, nez je
oSetfovany pacient, jakkoli je takovy ptipad nepravdépodobny.

Lidské buiiky nejsou schopné kolonizovat imunokompetentni jedince. Ani v piipadech, kdy
pritomnost konstruktu z virového vektoru nebo exprese darcovskych sekvenci ovliviuji
fenotypické vlastnosti geneticky modifikovanych bunék, tim neziskaji geneticky modifikované
buniky u imunokompetentnich jedinct Zddnou konkurenéni vyhodu. TudiZ v ptipad¢ ndhodného
podéani hodnoceného 1é€ivého piipravku jiné osobé, nez je subjekt klinického hodnoceni, budou
geneticky modifikované buniky imunitnim systémem zdravého jedince odstranény.

V ptipad¢€ neimyslného podani (napi. poranéni zdravotniho persondlu pfi aplikaci nebo podéani
1é¢ivého piipravku omylem jinému pacientovi) jedinci se sniZzenou imunitou, muize, teoreticky,
nebezpeci hrozit. Mozné nasledky takového ndhodného podani budou zdviset na tucincich
virového konstruktu (integrovaného do genomu nebo ve formé episomalnich konkatemerti) a
exprimovanych darcovskych sekvenci na fenotyp cilové burnky.

Nebezpeci spojend s rekombinaci virového vektoru s viry nebo s mobilizaci vlioZenych sekvenci
virového vektoru

Lidské bunky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory:

Potencidlni nebezpe¢i muze vzniknout, pokud by doSlo k mobilizaci nebo rekombinaci
integrovaného konstruktu, pochézejicitho z retrovirového, piipadné lentivirového vektoru, v
dtsledku infekce transplantovanych bunék virem HIV nebo retroviry u pacienti s aktivni
infekci. Jinym scénafem mozného vzniku nebezpeci by byla rekombinace darcovskych gent
virového piivodu pfitomnych v retrovirovém, piipadné lentivirovém konstruktu, s piibuznymi
endogennimi viry v piipadé€ infekce transplantovanych bun€k vysoce piibuznym virem, coz by
vedlo ke vzniku nového geneticky modifikovaného viru (za piedpokladu, Ze by rekombinace
umoznovala replikaci rekombinovanych sekvenci).

Mozné nasledky takové uddlosti by zdvisely na vlastnostech nové vzniklého geneticky
modifikovaného viru, ale mohly by ptipadné vést ke Skodlivym tcinkitim na jiné osoby, pokud
by doslo k horizontdlnimu pienosu.

Lidské bunky geneticky modifikované AAV:

Potencidlni nebezpeci mize vzniknout, pokud by doslo k mobilizaci nebo rekombinaci AAV
vektorového konstruktu v disledku infekce transdukovanych bun€k v téle pacienta aktivni
volng se vyskytujici AAV infekci a soucasné koinfekci AAV pomocnym virem. Produktem
rekombinace by byl AAV. Vzhledem k tomu, Ze neni zndma Zadn4 patologie spojend s adeno-
asociovanymi viry a Ze v klinickém vektoru neni pfitomen Zadny nebezpecny insert, nebezpeci
spojené s uvolnénim adeno-asociovanych virt do Zivotniho prostfedi miize byt povaZzovéano za



velmi nizké.

3.2

Charakterizace expozice

Pravdépodobnost nepriznivych icinkit spojenych s perzistenci geneticky modifikovanych

lidskych bunek v populaci

Lze predvidat tii moZné scéndie:'!

ey

2)

3)

5

Nédhodny pfenos na osoby se snizenou imunitou: MoZnym scéndifem ndhodného ptrenosu
na jiné osoby, nezZ je subjekt klinického hodnoceni, mlize byt ptipad poranéni jehlou pfi
aplikaci 1é¢ivého piipravku pacientovi. V takovém piipadé mize dojit k pfenosu
geneticky modifikovanych bunék do téla ndhodného ptijemce. Perzistence ovSem muze
nasledovat jenom tehdy, kdyby mél ndhodny pfijemce oslabenou imunitu, nebot
pravdépodobnost, Ze by pacient a ndhodné poranéna osoba mély stejné MHC-haplotypy,
je zanedbatelna.

Ptesto, Ze transdukované lidské bunky mohou pietrvavat v téle Clovéka se sniZenou
imunitou a tato perzistence muze byt v zdvislosti na vlastnostech pouZitych bunck
dlouhodobd, pravdépodobnost Skodlivého ucinku v piipadé ndhodného pienosu je
povazovana za zanedbatelnou, vzhledem k 1) nepiitomnosti virovych ¢astic schopnych
replikace a - v pfipad¢ lidskych bunék geneticky modifikovanych retrovirovymi nebo
lentivirovymi vektory — také vzhledem k zanedbatelné piitomnosti zbytkovych
infek¢nich Castic virového vektoru v konecném produktu, 2) malému mnozstvi bunék,
které by se v pfipadé¢ ndhodného prenosu dostaly do téla, a 3) vzhledem k tomu, Ze
nahodny piijemce neprosel piipravnym reZimem.

Podani 1é¢ivého piipravku omylem jinému pacientovi: Stejné jako ve vySe uvedeném
scénafi, k perzistenci transdukovanych bun€k by doslo pouze tehdy, kdyZ by pacient,
ktery dostal hodnoceny 1é¢ivy piipravek omylem, mél sniZenou imunitu.

Pravdépodobnost vzniku Skodlivych uc¢inkti je vtomto piipadé mald, vzhledem
k nepiitomnosti virovych castic schopnych replikace a - v ptipad¢ lidskych bunék
geneticky modifikovanych retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory — také vzhledem
k zanedbatelné piitomnosti zbytkovych infekcnich ¢astic virového vektoru v kone¢ném
produktu. Navic je vysoce nepravdépodobné, Ze by ndhodny ptijemce pfedem prosel
piipravnym reZimem, ktery podporuje dlouhodobé prezivani transdukovanych bunék.

Darovani krve, bunék, tkdni nebo orgdnt jinym osobdm: MoZnym scéndifem pienosu
na jiné osoby je transflze krve, transplantace bun¢k, tkani nebo organti od dérce, ktery
byl 1é¢en hodnocenym 1éCivym piipravkem.

Pravdépodobnost vzniku Skodlivych tuc¢inkl v piipad¢, kdy by byly transdukované
buniky od pacienta, lé€eného hodnocenym 1éCivym piipravkem, pfeneseny na jinou
osobu prostiednictvim darcovstvi, je povazovana za nizkou, vzhledem nepiitomnosti

15 MoZnost kontaminace pies vn&jsi prostfedi (krvdceni pacienta) neni povazovdna za redlnou, protoZe buiiky
nejsou schopny pfeZit mimo lidské télo.
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infekCnich castic virového vektoru a - v pfipadé lidskych bunék geneticky
modifikovanych retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory — také vzhledem k
zanedbatelné pfitomnosti zbytkovych infekénich €astic virového vektoru v kone¢ném
produktu. Navic hodnoceny 1€Civy ptipravek je ¢asto podavan pfi 1écbé takovych stavi,
které de facto znemoZznuji, aby se pacient v budoucnu stal dircem krve, bunck, tkani
nebo organi.'® V téchto piipadech je pravdépodobnost vyskytu Skodlivych tcinki
zanedbatelna.

Pravdépodobnost rekombinace virového vektoru s viry nebo mobilizace vloZenych sekvenci
virového vektoru

Rekombinace virového vektoru s jinymi viry nebo mobilizace vloZzenych sekvenci virového
vektoru je obecné povaZovana za nepravdépodobnou, vzhledem k deficientni struktuie vektort
bézné pouzivanych pro vyrobu léCivych piipravkili genové terapie.

Lidské bunky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory:

V souvislosti se scéndfem mobilizace vloZenych sekvenci retrovirového nebo lentivirového
vektoru v duasledku infekce darcovskych bunék v pacientové téle virem HIV, HTLV nebo
endogennimi retroviry je tfeba poznamenat, Ze i kdyZ moZnost mobilizace nebo rekombinace
byla identifikovdna za podminek in vitro, nikdy nebyla zjiSténa v klinickych hodnocenich
provadénych v uplynulych 20 letech, v€etné klinickych studii s HIV pacienty.

Pravdépodobnost mobilizace vloZenych sekvenci retrovirového nebo lentivirového vektoru
v disledku infekce darcovskych bunék v pacientove téle virem HIV, HTLV nebo endogennimi
retroviry je povazovana za zanedbatelnou z nésledujicich divodi:

* 'V pfipad¢ lentivirovych vektorii zabraiiuje spontdnni mobilizaci integrovaného vektoru z
transdukovanych bunék to, Ze vektory nejsou schopny replikace. Pomocné funkce by mohly
byt dodany do transdukovanych buné¢k prostiednictvim superinfekce hostitele pfirozené se
vyskytujicim virem. Sebe-inaktivujici (self-inactivating, SIN) vlastnost vektoru LTR ale
zabrani mobilizaci vektoru i v piipad¢ superinfekce transdukované buiilky pfirozené se
vyskytujicim virem.

* V piipadé gama-retrovirovych vektord je rekombinantni uddlost také vysoce
nepravdépodobnd vzhledem k tomu, Ze mySi retroviry obecné neinfikuji cClovéka.
Mobilizace proviru nebo volného vektoru prostiednictvim rekombinace mezi genomem
integrovaného vektoru a genetickymi sekvencemi piipadnych koinfikujicich retrovirt je

16 Kritéria zptisobilosti dédrct krve a krevnich sloZek jsou stanovena v pifloze III Smérnice Komise 2004/33/ES ze
dne 22. biezna 2004, kterou se provadi smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/98/ES, pokud jde o n¢které
technické pozadavky na krev a krevni sloZky, ve znéni pozd¢jsich predpist.

Kritéria vybéru darci tkani a buné€k jsou stanovena v piiloze I Smérnice Komise 2006/17/ES ze dne 8. tinora 2006,
kterou se provadi smérnice Evropského parlamentu a Rady 2004/23/ES, pokud jde o ur€ité technické poZadavky
na darovani, opatfovani a vySetfovani lidskych tkani a bun€k, ve znéni pozd¢jsich predpist.

Kritéria charakterizace orgdni a darcti orgdnt jsou stanovena v piiloze smérnice Evropského parlamentu a Rady
2010/45/EU ze dne 7. cervence 2010 o jakostnich a bezpecnostnich normach pro lidské organy urcené
k transplantaci.
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velmi teoretickym rizikem. Exogenni infek¢ni gama-retroviry nebyly u ¢lovéka zjistény a
neda se ocekdvat, Ze by rekombinaci mezi sekvencemi vektoru a non-gama koinfikujicimi
retroviry vznikl retrovirus schopny replikace. Aby se z proviru stal retrovirus schopny
replikace, musel by ziskat heterologni sekvence kédujici jak gag-pol, tak env z jinych zdroji
uvnitt stejné bunky, kde je provirus. V lidské populaci nejsou zndmé Zadné exogenni gama-
retroviry, které by mohly zavést funkcni sekvence koédujici gag-pol a env do
transdukovanych bun¢k.

Lidské bunky geneticky modifikované AAV:

Jedinym mechanismem, jak by mohlo dojit k rekombinaci a ndsledné mobilizaci, je souCasna
infekce bunky klinickym vektorem, volné se vyskytujicim AAV a soucasné pomocnym virem
(trojndsobnd infekce), coZ je povaZzovano za velmi nepravdépodobné.

3.3. Charakterizace rizika
Riziko spojené s perzistenci geneticky modifikovanych lidskych bunéek v populaci

Mozna rizika vyplyvaji jedin€ z neimyslného pienosu darcovskych bunék na osoby se sniZenou
imunitou, coZ muZe nastat tfemi scénafi:

(1) Nahodny pfenos na osoby se sniZzenou imunitou: Z vyse popsanych diivoda je dosah
Skodlivych t¢inka spojenych s ndhodnym pifenosem hodnoceného 1é¢ivého piipravku
na osoby se sniZenou imunitou zanedbatelny. Kromé toho je hodnoceny léCivy
piipravek podavan Skolenym persondlem ve vysoce zabezpeCeném prostiedi, coz
minimalizuje moZnost, Ze by béhem podani 1éCivého piipravku nebo zachdzeni s nim
mohlo dojit k ndhodnému ptenosu. Navic mozZnost, Ze dojde k nehod¢ béhem podani
piipravku nebo béhem zachdzeni s nim a zaroven zZe postizeny zdravotnik ma sniZenou
imunitu, je povaZzovéna za krajné nepravdépodobnou. TudiZ Ize konstatovat, Ze riziko
spojené s persistenci geneticky modifikovanych bunék je v ptipadé scénafe ndhodného
pfenosu zanedbatelné.

(2)  Podéani 1écivého pripravku omylem jinému pacientovi: Z vySe popsanych divodi je
dosah Skodlivych uc¢inkli spojenych s podanim 1éCivého pifipravku omylem osob¢ se
sniZzenou imunitou zanedbatelny. Navic poddvani hodnoceného 1é¢ivého piipravku
pacientim provadi Skoleny persondl ve vysoce zabezpeCeném prostiedi, coZ zahrnuje
piisné pozadavky na oznacovani a sledovatelnost, aby se pfedeslo omylim pii podani.
Tudiz 1ze konstatovat, Ze riziko pro osoby se snizenou imunitou podle scénéare chybného
podéni je zanedbatelné.

3) Darovani krve, buné€k, tkdni nebo orgdnli osobdm se sniZzenou imunitou: Z vySe
popsanych divodi je pravdépodobnost Skodlivych dcinkli spojenych s ndhodnym
pfenosem hodnoceného 1éCivého piipravku na osoby se sniZenou imunitou nizka.
V ptipadech, kdy maji geneticky modifikované lidské buiiky 1éCit stav, ktery vylucuje,
aby se pacient stal darcem, je riziko pro osoby se sniZzenou imunitou zanedbatelné.
V ostatnich ptipadech by mél zZadatel zvazit, zda piedejit tomu, aby se pacienti poté, co

12



jim byly poddny geneticky modifikované lidské buniky, stali darci krve, bun¢k, tkani
nebo organt.

Rizika spojend s rekombinaci virového vektoru s viry nebo s mobilizaci vlioZenych sekvenci
virového vektoru

Lidské bunky geneticky modifikované retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory:

Jedind mozna rizika jsou spojend s mobilizaci integrovanych lentivirovych sekvenci pti aktivni
infekci darcovskych bunék viry HIV nebo HTLV.

Jak je popsdno vyse, pravdépodobnost mobilizace nebo rekombinace virového vektoru jinymi
viry je zanedbatelnd. Tudiz riziko pro lidskou populaci je zanedbatelné.

Lidské bunky geneticky modifikované AAV:

V nepravdépodobném ptipad¢, Ze by buiiky transdukované klinickym vektorem byly zdroven
infikovany volné se vyskytujicim AAV a soucasné¢ vhodnym pomocnym virem, by
ocekdvanym vysledkem byla produkce volné se vyskytujicich adeno-asociovanych virti a
dalSich virovych ¢astic, které by nebyly schopné replikace, jelikoZ by jim stdle chybély rep a
cap geny. Tudiz riziko pro lidskou populaci je zanedbatelné.

3.4. Strategie iizeni rizika

Zadatel by mé&l zvazit, zda predejit tomu, aby se pacienti poté, co jim byly poddny geneticky
modifikované lidské bunky, stali dérci krve, buné€k, tkdni nebo orgdnd. Tuto otdzku je tieba
vyjasnit v Sekci 3 Zadosti o klinické hodnoceni.

Musi byt pfijata odpovidajici opatieni, aby se pfedeSlo riziku ndhodného pienosu na
zdravotnicky persondl pii poddvani hodnoceného 1é¢ivého ptipravku nebo pti zachdzeni s nim.
Tato opatieni musi byt popsdna v Sekci 3 zadosti o klinické hodnoceni.

Odpovidajici opatieni musi byt uplatnovana pii skladovani a piepravé hodnoceného 1é¢ivého
piipravku a pfi odstrailovani odpadu. Tato opatieni musi byt popsdna v Sekci 3 Zadosti o
klinické hodnoceni.

3.5. Stanoveni celkového rizika a zavéry

Nebylo zjisténo Zadné riziko pro Zivotni prostiedi ani pro zdravi zvitat. Za predpokladu, Ze
budou uplatiiovana opatieni popsand Zadatelem (opatteni k fizeni rizika jsou uvedend v Sekci
3 Zadosti o klinické hodnoceni), celkova rizika pro lidské zdravi byla vyhodnocena jako
zanedbatelna.
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