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RIZIKOS ZMOGAUS SVEIKATAI BEI APLINKAI [VERTINIMAS

1. GMM rizikos vertinimas

1.1. GMM aprasymas
Chimerinio antigeno receptoriaus T limfocity (toliau — CART) apraSas pateiktas Sio
praneSimo 9 punkte. Genetiné modifikacija laikantis visy tokiai veiklai numatyty
reikalavimy atlickama V§] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky, Hematologijos,
onkologijos ir transfuziologijos centro esan¢iose adresu Santariskiy g. 5 , Vilnius, Lietuva.
Patalpos, kuriose vyks gamyba: IMC501, IMC501A, IMC501B, IMC507, IMC509. CART
suleidimas pacientui bus atliekamas VS| Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky,
Hematologijos, onkologijos ir transfuziologijos centro patalpose esanciose adresu
Santariskiy g. 2, Lietuva.

1.2. GMM panaudojimo tikslai
GMM, jsigyti komerciniu biidu arba pagaminti VUL Santaros klinikose, bty skirti
onkohematologiniams pacientams, kuriy liga recidyvavo arba buvo atspari taikytam
imunochemoterapiniam gydymui.
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1.3. GMM sukeliamy pavojuy identifikavimas

1.3.1.

Etapai:

1. Vektoriaus (lentivirusinis vektorius) gamyba.

2. GMM (CART) gamyba — genetinés medziagos jterpimas j T limfocitus
vektoriumi.

3. CART Kklinikinis panaudojimas

Recipientai/motininis organizmas

CART pradiné medziaga yra zmogaus kraujo lastelés (T limfocitai). T limfocitai
renkami i§ Zmogaus (altinis). Zmogaus kraujo lastelés nepatogeniskos. Pries
kraujo Iasteliy surinkimg (leukafereze) pacientai bus iStiriami dél virusiniy
infekcijy: ZIV, HBV, HCV. Nusta¢ius HBV, HCV, ZIV infekcija, leukafereze
nebus atliekama. Zmogaus kraujo lastelés negali iigyventi ne Zmogaus organizme,
iSskyrus tuos atvejus kai tenkinamos specialios salygos laboratorijose (specifinés
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terpés, temperatira, deguonies kiekis). Aplinkoje Zmogaus kraujo lastelés neturi
salygy iSgyventi dél temperatiiros, pH, UV, fiziniy ir biocheminiy salygu. Zmogaus
kraujo lIagstelés negali pasklisti aplinkoje dél greitos lasteliy zities kitomis nei
Zmogaus organizme esancios sglygos.

1.3.2. Jterpiama genetiné medZiaga

Jterptos genetinés medziagos apraSymas pateiktas PraneSimo 9.6. punkte.
Chimerinio antigeno receptoriaus (CAR) antigeny prisijungimo sritis sudaryta i§
specifiniy viengrandziy imunoglobuliny variabiliyjy daliy fragmenty (pvz., CD19,
CD20 fragmenty pagrindu) sujungty vidugrandininiu tarpikliu. Antigeny
prisijungimo sritis per tarpiklj (pvz., CD8 fragmento pagrindu) sujungta su
transmembraniniu regionu (pvz., TNFRSF19 pagrindu), kostimuliaciniu regionu
(pvz., 4-1BB pagrindu) ir signaliniu regionu (pvz., CD3zeta pagrindu). Pries CAR
seka jterpta zmogaus lyderiné (signaliné) seka (identiSka zmogaus granuliocity-
makrofagy kolonijas stimuliuojancio faktoriaus alfa subvieneto signalinei sekai)
padidina CAR ekspresija lastelés pavirsiuje

1.3.3. Vektoriai
Planuojami naudoti GMM nepatogeniski, netoksiski, nepavojingi zmogui, gyviinams
ir augalams. Vektoriy stabilumas kambario temperatiiroje yra trumpalaikis. Jie gana
greitai degraduoja ir praranda savo savybes dél fizikocheminiy poveikiy ar aplinkoje
esan¢iy nukleaziy. Ilgesniam iSlaikymui jie turi biiti laikomi nemazZesnéje nei -80°C
temperatiiroje.

Lentivirusinis vektorius, sukurtas ZIV-1 pagrindu (Seima: retrovirusai; rii§is: zmogaus
imunodeficito virusas; gentis: ZIV-1). Modifikacija: genetinés medziagos jterpimas
(insercija). Insercija atlieka lentivirusinis vektorius (3-i0s kartos, nesireplikuojantis,
igautas i§ ZIV-1 genties). Jterpimo metodas: transdukcija. Jterpta genetin¢ medziaga
stabiliai integruojama j chromosomas. Genetinés medziagos transdukcijai j zmogaus T
limfocitus naudojamas lentivirusinis vektorius negali replikuotis (po transdukcijos
nesigamina fukcionalios virusinés dalelés, kadangi vektorius jy nekoduoja), todél
nebéra patogeniSkas Zzmogaus organizmui. Jeigu lentivirusinis vektorius nebus jsigytas
komerciniu biidu, gamyba bus vykdoma VUL Santaros kliniky gamybos patalpose.
Vektoriaus (lentivirusinis vektorius) gamybai naudojamos pagrindinés medziagos:

* Plazmidés: CAR vektoriaus plazmidé ir 3 pagalbinés plazmidés: VSVg
plazmidé koduojanti lentivirusinio vektoriaus apvalkalo baltyma, Rev
plazmidé skirta CAR transgeno ir kity reikalingy transkripty eksportui i}
citoplazmg (uztikrina transliacijg) ir gag/pol plazmidé koduojanti reikiamus
fermetinius aktyvumus ir struktiirinj peptida, kurie yra bitini funkcionaliai
CAR lentivirusiniam vektoriui. Plazmidés jsigijamos i§ komerciniy tiekéjy.

* Lasteliy linija (HEK 293, jos kultivarai) jgalina pasigaminti virusiniy daleliy,
kurios gali infekuoti zmogy ir gyvinus, laikantis tinkamy darbo saugos
reikalavimy. Lasteliy linijos jsigijamos i$ autorizuoty komerciniy tiekéjy.
Gamyba vyksta laikantis darbo saugos reikalavimy.

1.3.4. Gauta GMM

CART gamybai naudojamos pagrindinés medZziagos:
* Genetiné medziaga.
» Vektorius — naudojamas jterpti GMM | recipientg/motininj organizma.
* Recipientas/motininis organizmas — T limfocitai genetinés medziagos
jterpimas ] T limfocitus pasinaudojant lentivirusiniu vektoriumi



Planuojami naudoti recipientas/motininis organizmas, vektoriai, GMM bus
auginami, dauginami in vitro kulttrose laikantis tokiai veiklai numatyty salygy
uzdarose patalpose, neturin¢iose kontakto su aplinka ir patekimas j jas leidZziamas
magnetines pra¢jimo korteles turintiems darbuotojams.

CART pasizymi jprastinémis T limfocity savybémis: susidirg su lastele-taikiniu
yra aktyvuojami ir atlicka T limfocitams biidingas funkcijas. Aktyvuoti CART
iSskiria uzdegiminius citokinus (pvz. interferong gama (IFN-gama) ir interleuking
(IL)-2). Paraleliai vyksta CART proliferacija. Tikslinius antigenus ekspresuojané¢ios
lastelés sunaikinamos — vyksta citolizin¢ degranuliacija, granzimy/perforiny
i8skyrimas, FAS/FAS-ligando sgveika su CART. Lasteliy-taikiniy zitis ir
uzdegiminiy citokiny iSsiskyrimas gali sukelti antrinj imuninj atsakg —
pritraukiamos jgimto ir jgyto imuniteto lgstelés, kurios gali prisidéti prie lgsteliy-
taikiniy zuties. Aktyvuoti CART migruoja po visa organizmg ieSkodami ir
naikindami tikslines molekules ekspresuojancias lgsteles.

1.3.4.1. Galimas poveikis Zmogaus sveikatai

Priklausomai nuo pacientui suleisty CART ir specifines CD molekules
ekspresuojanciy lasteliy-taikiniy kiekio gali kilti dvi gerai zinomos
reakcijos: a.) lengvo — sunkaus laipsnio citokiny i$siskyrimo sindromas
(daznai pasitaikanti reakcija) ir/ar imuniniy efektoriniy lasteliy sukeltas
neurotoksiSkumo sindromas ir b) naviko lizé. Pirmoji reakcija susijusi su
imuninés sistemos aktyvacija. Po sgveikos su lgstelémis taikiniais CART
iSskiria uzdegiminius citokinus, kurie aktyvuoja  jgimto imuniteto
lasteles (ypa¢ makrofagus). Aktyvintos lastelés isskiria IL-6, kuris
sukelia visos imuninés sistemos aktyvacija. Sig reakcija galima
kontroliuoti  vaistiniu  preparatu  tocilizumabu (neutralizuojan¢iu
interleukino-6 efekta) ir/ar steroidais. Naviko lizés sindromo rizika
sumazinama prie§ lasteliy terapija sumazinus Igsteliy-taikiniy kiekj.
Abejoms reakcijoms suvaldyti numatytas toksiSkumo valdymo planas
(VUL SK patvirtintas gydymo protokolas GP145 ,,Imunoterapijos
komplikacijy gydymas: citokiny 1$siskyrimo sindromas,
neurotoksiSkumas, traukulinis sindromas, intrakranijiné hipertenzija, B
aplazija©). CART sukelia sveiky B limfocity Zatj. Sis 3alutinis poveikis
turi biiti jvertintas numatytame gydymo plane: numatytas toksiSkumo
valdymas, ilgalaiké paciento stebésena ir sudarytas gydymo planas
(pavyzdziui imunoglobulino skyrimas visa gyvenima). Lentiviruso
sistema modifikuoti limfocitai iki Siol yra skirti daugeliui pacienty
gydyti, todél jrodytas Sios genetiné modifikacijos saugumas, mazas
insercinés mutagenezés bei T lasteliy piktybinés transformacijos
potencialas.

1.3.4.2. Galimas poveikis aplinkai

CART gali iSgyventi tik Seimininko organizme. GMM yra stabili,
integruota j lgsteliy chromosomas. Kitoje aplinkoje neiSgyvena, nesugeba
replikuotis, néra infektabili. CART gydyti pacientai neisskiria j aplinkg
nei CART, nei lentivirusinio vektoriaus. CART patekus j aplinkg
(pvz.i$sipylimas, kraujavimas) lastelées greitai ztva dél fizinés
inaktyvacijos (dehidracija ir karStis) ir/ar dezinfektanty poveikio.
Genetiné modifikacija neturi jtakos CART iSgyvenamumui, Kitoje negu
Seimininko organizmas aplinkoje. CART neturi jtakos aplinkai.



1.3.5.

1.3.6.

Sukurty GMM Klasifikacija
Vektorius (lenivirusinis vektorius) ir GMM (CART) priskiriami 2-ai apribojimo
klasei. CART Klinikiniam panaudojimui priskiriami 1-o0 apribojimo klasei.

Galimy pavoju jvertinimas.

Vektoriaus (jeigu nebus jsigijamas komerciniu pagrindu) ir GMM gamyba
atliekama Vs] Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky, Hematologijos,
onkologijos ir transfuziologijos centro, Audiniy banko ir Iasteliy terapijos skyriaus
kontroliuojamose laboratorinés paskirties patalpose priklausanioms esanciose
adresu SantariSkiy g. 5, laikantis tokiai veiklai numatyty reikalavimy, vadovaujantis
geros gamybos praktikos gairémis.

GMM suleidimas pacientui bus atlieckamas VS] Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros kliniky, Hematologijos, onkologijos ir transfuziologijos centro, Kauly
Ciulpy transplantacijos skyriaus patalpose esanciose adresu Santariskiy g. 2.

1.3.6.1. Salygos, kuriy privaloma laikytis
Dirbant su GMM bus laikomasi tiek bendryjy darbo saugos reikalavimy,
tiek specifiniy standartiniy darbo procediiry, kurios apriboja tiek Zmoniy,
tick medziagy patekimg ] specializuotas gamybos patalpas bei
reglamentuoja GMM saugumg ir saugy atlieky utilizavima.

Gamyba: Lentivirusinis vektorius (jeigu nebus jsigijamas komerciniu
pagrindu) ir CART gamyba bus vykdoma vadovaujantis geros gamybos
praktikos gairémis ir Santaros kliniky patvirtintomis procediiromis,
kuriose aprasytos gamybos patalpos, patalpy priezitira, jéjimo kontrolé,
darbuotojy ir medziagy judéjimas patalpose, darbo aplinkos saglygos, ju
kontrole, atlieky tvarkymas, CART gamybos procesai (VUL Santaros
kliniky generalinio direktoriaus 2020-02-17 jsakymas V-112 D¢l
aplinkos (patalpy, daikty) pavirSiy valymo, dezinfekcijos plano
patvirtinimo®, ABLTS P5 ,,Audiniy banko ir lasteliy terapijos skyriaus
patalpy ir aplinkos salygy valdymas®, P248 ,,Chimerinio antigeno
receptoriaus T limfocity (CART) gamyba ir kokybés kontrole, CART
gamybos byla ir sertifikavimas® ir kt. aktualis dokumentai). Darbuotojai
bus pasirasytinai supazindinti su CART klinikinio tyrimo protokolu,
supazindinti su Aplinkos ministro jsakymu Nr.431 “Genetiskai
modifikuoty mikroorganizmy riboto naudojimo Lietuvos Respublikoje
tvarkos apraSas*.

Klinikinis panaudojimas bus vykdomas toje pacioje jstaigoje VS]
Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos. VUL Santaros kliniky
jgaliotas asmuo pristatys CART pagal nustatytas ir kontroliuojamas
salygas. CART bus vienkartingje sterilioje pakuotéje, kuri pazenklinta
pagal pazangios terapijos vaistinio preparato reikalavimus, su lydinciais
dokumentais. CART bus laikomi (jeigu reikés) VUL SK
kontroliuojamose aplinkos salygose, atskirai pazenklintoje vietoje,
zmoniy patekimas j laikymo patalpa bus apribotas. Gydymas CART bus
atliekamas saugioje ligoninés aplinkoje. Darbuotojai bus pasiraSytinai
supazindinti su CART klinikinio tyrimo protokolu, supaZzindinti su
Aplinkos  ministro  jsakymu Nr.431 “GenetiSkai  modifikuoty
mikroorganizmy riboto naudojimo Lietuvos Respublikoje tvarkos
aprasSas“. | vienviet¢ paciento palatg bus jleidziami tik su paciento
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1.3.6.2.

1.3.6.3.

1.3.6.4.

gydymu susij¢ asmenys. Prie§ suleidziant CART recipiento
identifikaciniai duomenys su bus sutikrinti su etiketéje nurodytais
duomenimis, dviejy atsakingy personalo darbuotojy. Su CART dirbantis
personalas laikysis Santaros klinikose patvirtinty procediiry: gydytojo
saugos ir sveikatos instrukcija (DSSI91), bendrosios praktikos slaugytojo
saugos ir sveikatos instrukcija (DSSI32), higienos reikalavimy (IKS P1
»Ranky higiena®). Ivykus darbuotojo ekspozicijai krauju ar kiino
skysciais, vadovaujamasi procedura IKS P 4 ,,Darbuotojy ekspozicijos
krauju ir (ar) ktino skysciais incidenty praneSimo, registravimo ir
poveikio sveikatai stebé&jimo bei profilaktikos priemoniy taikymas®.
CART suleidime (GMM laikoma specialioje saugioje vienkartinéje
pakuoteje) dalyvaus pacientg gydantis gydytojas ir bendrosios praktikos
slaugytoja. Infuzinis maiSas, infuziné sistema ir priediniai elementai bus
utilizuojami vadovaujantis VUL SK patvirtinta procedira P149
,Medicininiy atlieky saugus tvarkymas*.
GMM Kkiekiai ir auginimo turiai
Iki 10 L vienam Kartui.
Auginimo salygos.
Lentivirusinio vektoriaus (jeigu nebus jsigijama komerciniu pagrindu) ir
CART gamyba bus vykdomas adresu Santariskiy g. 5 (501, 501A, 501B,
507, 509) kontroliuojamose patalpose vadovaujantis geros gamybos
praktikos gairémis. Aplinkos salygos apraSytos Santaros kliniky
patvirtintoje procediiroje ABLTS P5 ,,Audiniy banko ir lasteliy terapijos
skyriaus patalpy ir aplinkos salygy valdymas®™ ir VUL Santaros kliniky
generalinio direktoriaus 2020-02-17 jsakyme V-112 ,Dé¢l aplinkos
(patalpy, daikty) pavirSiy valymo, dezinfekcijos plano patvirtinimo*.
1.3.6.3.1.  Poveikis j darbo aplinka
CART ir lentivirusinis vektorius neisgyventy kitoje nei
Seimininko organizmas aplinkoje. [vykus fiziniam CART ir
lentivirusiniu kontaktui su pavirSiais, bus vadovaujamasi
Santaros kliniky patvirtintomis procediiromis ABLTS P5
»Audiniy banko ir Igsteliy terapijos skyriaus patalpy ir
aplinkos salygy valdymas® ir P149 , Medicininiy atlicky
saugus tvarkymas*.
1.3.6.3.2. Jautriy planuojamiems GMM riiSiy buvimas aplinkoje
Modifikuota genetiné medZiaga yra stabili, integruota |
CART  chromosomas. CART neiSgyventy kitoje nei
Seimininko organizmas aplinkoje, nesugeba replikuotis,
néra infektabilts. Pacientai gydyti CART neisskiria j
aplinka nei CART, nei lentivirusinio vektoriaus.
1.3.6.3.3.  Ar aplinka gali padéti iSgyventi sukurtiems GMM?
Negali.
1.3.6.3.4.  Fizinis poveikis j aplinka
Nenumatomas joks fizinis poveikis aplinkai. CART,
lentivirusiniui vekoriui, transfekuotoms HEK293 gamybos
lasteléms patekus | aplinka (pvz. i$sipylimas, kraujavimas)
dalelés greitai Ziiva dél fizinés inaktyvacijos (dehidracija ir
karstis) ir/ar dezinfektanty poveikio.

Atlieky nukenksminimas ir utilizacija
Personalas dalyvaujantis lentivirusinio vektoriaus ir CART gamyboje
privalo laikytis visy saugumo priemoniy vadovaujantis VS| VUL
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Santaros kliniky patvirtintomis procediiromis ABLTS PS5 ,, ABLTS P5
»Audiniy banko ir lgsteliy terapijos skyriaus patalpy ir aplinkos salygy
valdymas®, higienos reikalavimy (IKS P1 ,Ranky higiena®), P90
»Aplinkos (patalpy, daikty, jrenginiy), medicinos priemoniy pavirsiy
valymas ir dezinfekcija* ir VUL Santaros kliniky generalinio direktoriaus
2020-02-17 jsakymu V-112 , D¢l aplinkos (patalpy, daikty) pavirSiy
valymo, dezinfekcijos plano patvirtinimo*.

Personalas laSinantis pacientui CART privalo dévéti vienkartinj chalata,
vienkartines pirStines vadovaudamasis Santaros klinikose patvirtintomis
procediiromis: gydytojo saugos ir sveikatos instrukcija (DSSI91)
bendrosios praktikos slaugytojo saugos ir sveikatos instrukcija (DSSI32),
higienos reikalavimy (IKS P1 ,Ranky higiena®). Ivykus darbuotojo
ekspozicijai krauju ar kiino skysciais, vadovaujamasi procediira IKS P 4
,Darbuotojy ekspozicijos krauju ir (ar) kino skysciais incidenty
pranesimo, registravimo ir poveikio sveikatai stebéjimo bei profilaktikos
priemoniy  taikymas®“. Ligoninés patalpy valymas atlickamas
vadovaujantis Santaros kliniky procedira P90 , Aplinkos (patalpy,
daikty, jrenginiy), medicinos priemoniy pavir§iy valymas ir dezinfekcija*
ir P243 ,Ligoninés patalpy ir objekty (inventoriaus) valymo ir
dezinfekavimo paslaugos organizavimas ir vykdymas®. Atsitiktinai
pasklidusi aplinkoje (iSsipylusi) medziaga bus nukenksminama
vadovaujantis Santaros kliniky P149 ,Medicininiy atliecky saugus
tvarkymas®. Panaudotos medziagos (infuziniai maiSai, infuzinés
sistemos) tvarkomos vadovaujantis Santaros kliniky patvirtinta procediira
P149 , Medicininiy atlieky saugus tvarkymas®.
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1.4. Galutinis apribojimo klasés nustatymas
CART ir lentivirusinio vektoriaus gamyba prisikiriami 2-o apribojimo klasei. CART
klinikiniam panaudojimui priskiriami 1-o apribojimo klasei.

1.5. Galutinés iSvados patvirtinimas
Galutine iSvada patvirtinama remiantis:

LR Aplinkos ministro jsakymu ,,Dél genetiSkai modifikuoty mikroorganizmy riboto
naudojimo Lietuvos Respublikoje tvarkos apraSo patvirtinimo®, 2003-08-04,
Nr.413.Nustatyta GMM riboto naudojimo klasé pagal GMM klasifikavimo kriterijus,
patvirtintus Lietuvos Respublikos aplinkos ministro, Lietuvos Respublikos sveikatos
apsaugos ministro ir Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2004
m. gruodzio 28 d. jsakymu Nr. D1-693/V-954/B1-1107 ,,Dél genetiskai modifikuoty
mikroorganizmy klasifikavimo kriterijy®.

LR Socialinés apsaugos ir sveikatos apsaugos ministry jsakymu ,, Dél darbuotojy
apsaugos nuo biologiniy medziagy poveikio darbe nuostaty patvirtinimo*, 2001-06-
21, Nr. 80/353.



