Lomakeversio 10/2022 GTLK:n merkinnat: dno 001/MA /2023

KENTTAKOEHAKEMUS: MUUNTOGEENISET MIKRO-ORGANISMIT (GMM)

Rastita ja tayta tarpeelliset kohdat:

1

1

Geenitekniikkalain (377/1995) 17 §:ssé tarkoitettu hakemus tarkoituksellisesta
levittamisestd ympéaristo6n muussa kuin markkinoillesaattamistarkoituksessa

Kokeen tyyppi: Kliininen koe ihmislddkkeelld
[[] Kliininen koe eldinlaikkeelld
] Muu, millainen?

Kenttikokeen nimi:

Vaiheen III satunnaistettu, havainnoitsijalta sokkoutettu, lumelaikekontrolloitu,
monikansallinen monikeskustutkimus, jossa arvioidaan RSV-rokotteen tehoa,
immunogeenisuutta ja turvallisuutta vauvoilla ja pikkulapsilla.

Hakemukseen sisiltyy salassa pidettivai tietoa.

Salassa pidettivit tiedot on koottu enlliseen, selkedsti merkittyyn liitteeseen nro(t):
1ja2 eikd mitdén salassa pidettavia tietoja ilmene ilmoituksen/hakemuksen muista
osioista.

Hakemuslomakkeen mukana on liitteita S kpl.

Huom!

Geenitekniikan lautakunnalle on timdn hakemuslomakkeen liitteend lihetettivi aina

myés riskinarviointiasiakirja. Riskinarviointi on laadittava sosiaali- ja
terveysministerion asetuksen 1105/2019 7 luvun muKkaisesti.

Toiminnanharjoittaja laatii lisiksi hakemuksen englanninkielisen tiivistelmdin (B-

SNIF), joka tehdiin sihkéisessd EU:n E-Submission Food Chain Platform (ESFC) -

Jarjestelmdssi.

Hakemus toimitetaan geenitekniikan lautakunnalle sahkopostitse

osoitteeseen gtik@gov.fi

Kommentoinut [A1]: Hak on lahtokohtaisesti julk
asiakirja Jos hakerqukseen kuitenkin sisaltyy salassa pldelﬁv.ii
tietoa, $4m3 kohta tulee rastittaa Tallom hakemms tulee laatia niin,
etta kalkki salassa pidett3\a tieto on koottu enlliseen
liitteeseen/liitteiaim Muilta osin hakemusta kasitelliZn jufkisena
a&akujam]a semm julsaistaan Intemetissa yleison kulemisen
Yhteydessa

Ermen kun merkitset tietoja salassa pudettaviksi, tfastu
laio 32 §:ss3 szadettyihin rajoituksim!
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I TOIMINNANHARJOITTAJA

l

Toiminnanharjoittajan nimi
Sanofi Pasteur Inc.

Toiminnanharjoittajan Y-tunnus jos olemassa):

Toiminnanharjoittajan postiosoite:
Discovery Drive, Swiftwater, PA 18370-0187, USA

Vastuuhenkilo(ide)n nimi ja syntymaaika:
I
= .
Tiedot patevyydestd ja kokemuksesta 16ytyvit kunkin vastuuhenkilon ansioluettelosta.

7

Vastuuhenkilo(ide)n yhteystiedot (tyspaikan postiosoite, puheli ero ja s-postiosoite):
Tiedot patevyydestd ja kokemuksesta 16ytyvit k\mkm vastuuhenkilon ansioluettelosta

Tiedot vastuubenkil6iden patevyydesta ja koke muksesta:
Tiedot patevyydestd ja kokemuksesta 16ytyvat kunkin vastuuhenkilon ansioluettelosta.

Verkkolaskutusosoite ja laskutusviite:
SanofiFLInvoice@recall.se
Toimitamme laskutusviitteen jalkikateen.

Laskun vastaanottajan Y-tunnus ja postiosoite, jos muu kuin toiminnanharjoittaja:
1048723-8
Revontulenkuja 1, 02100 ESPOO

I KAYTETTAVAT ORGANISMIT

1

Hakemus koskee seuraavaan ryhmaan kuuluvaa GMM:1a:

(] Bakteeri [Jsieni [] Arkeoni
[ ] DNA-virus X RNA-virus [] viroidi
(] Eléinsoluviljelma (] Kasvisoluviljelma (] Muu, mika

HUOM! Osiossa II on tarpeen antaa pyydetyistd tiedoista vain ne, jotka ovat oleellisia kyseessd
olevassa tapauksessa. Tietojen yksityiskohtaisuus riippuu ehdotetun kenttakokeen luonteesta ja

laajuudesta.

bl

Vastaanottaiaorganismin (tai emo-organismin) tieteellinen nimi ja muut numet (kannan

toinut [A4]: Vs

nimi tai koodi), taksonomia, fenotyyppiset ja geneettiset markkerit:

Elavin heikennetyn RS-viruksen tuottamiseen kaytetty emokanta on A2.
Perhe: Pneumoviridae

Suku: Ortopneumovirus

Laji: RSV

Kannat: A2
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RSV-virushiukkaset ovat vaipallisia ja pleomorfisia, ja niité esiintyy epasdannollisind
pallomaisina hiukkasina, joiden halkaisija on 100-350 um, ja pitkid filamenttikuituja,
joiden halkaisija on 60-200 um ja pituus 10-200 pm (1). Virioni koostuu yhdeksasta
rakenteellisesta proteiinista ja kahdesta ei-rakenteellisesta proteiinista. Kolme
proteiineista on nukleokapsidin proteiineja, eli nukleoproteiini (N), fosfoproteiini (P) ja
polymeraasi tai suuri proteiini (L). Muut viisi virusproteiinia, jotka ovat viruksen
vaipassa, ovat glykosyloimaton matriisiproteiini (M), M2 (M2-1 ja M2-2),
fuusioproteiini (F), glykoproteiini (G) ja lyhyt hydrofobinen proteiini (SH). Kaksi ei-
rakenteellista proteiinia ovat NS1 ja NS2. Virusgenomi koostuu lineaarisesta,
yksijuosteisesta, negatiivisdikeisestd ei-segmentoidusta RNA:sta (noin 15,2 kiloeméstd),
ja sen nimi on perdisin infektoituneiden solujen toisiinsa fuusioituessaan muodostamasta
suuresta solusitkoksesta eli synsytiumista.

Rokotteen emokanta RSV A2 eristettiin ensimmadisen kerran vuonna 1961
vastasyntyneen alahengitysteistd Melbournessa, Australiassa (2). Alkueristyksenséd
jdlkeen RSV A2 on médritetty RSV-kantojen prototyypiksi, ja sitd on kéytetty laajalti
kadnteisgeneettisend alustana useimpien tdhdn mennessé esiintyvien eldvien rokotteiden
kehittdmiseen (3), mutta yhtékéaan néistd rokotteista ei ole télld hetkelld saatavilla. Liséksi
kanta on RSV-rakenteen tutkimuksen avainjérjestelmad, ja silld on ollut keskeinen rooli
immuunivasteiden selvittdmisessd RSV-infektion eldinmalleissa (4).

Vastaanottajaorganismin (tai emo-organismin) tunnistus- ja havaitsemismenetelmien
kuvaus sekd menetelmien herkkyys, kvantitatiivinen luotettavuus ja spesifisyys:

RSV voidaan havaita joko viruksen nukleiinihapoilla, esimerkiksi genomin
havaitsemistesteilld, joissa kdytetddn kvantitatiivista tai tavanomaista
kéanteistranskriptaasi-polymeraasiketjureaktiota (RT-PCR) tai replikoitumiskykyista
(kahdentumiskykyistd) virusviljelméd esimerkiksi plakkimééaritykselld. Genomin
havaitsemistestit ovat spesifisempié, ja ne voivat erottaa villityypin (wt) A2 n RSV
NS2 -rokoterakenteesta, vaikka RT-PCR ei osoitakaan eroa ei-tartunnallisten ja
tartuntavaarallisten hiukkasten vélilla.

Madrityksen herkkyys méérityksen alarajalla (LLOQ) on 3,71 logl 0 genomikopiota/ml.
LLOQ n rajamailla oleva laimennustarkkuusanalyysi osoitti, ettd absoluuttinen ero oli
enintdén 0,43 log10 kopiota/ml havaittujen ja odotettujen arvojen vélilld. Méarityksen
sisdisen tarkkuuden keskihajonta on 0,2625 ja vélitarkkuus on 0,2959, log10
genomikopiota/ml. Néin ollen mééritys on herkkd, luotettava ja spesifinen.

Vastaanottajaorganismin (tai emo-organismin) maantieteellinen levinneisyys ja sen
luonnollisen elinympériston kuvaus, mukaan lukien tiedot luonnollisista saalistajista,
saaliista, loisista ja kilpailijoista, symbionteista ja isénnistd; organismit, joiden kanssa
perintdaineksen siirtymisti tiedetdéin tapahtuvan luonnollisissa olosuhteissa:

RSV tunnistettiin uudeksi virukseksi vuonna 1956 viruksen tultua 16ydetyksi
simpanssiyhdyskunnasta siind puhjenneen nuhakuumeinfektion jalkeen (5). Tdmén
jélkeen eristettiin virus aikuisilta, joiden perheessé oli keuhkokuume- ja
bronkioliittioireita osoittavia lapsia. Viruksen osoitettiin olevan serologisesti identtinen
vankeudessa eldvid simpanssien hengitysteitd vaivaavan viruksen (6). RSV:td esiintyy
maailmanlaajuisesti, ja se on yleisin vauvoilla ja pikkulapsilla bronkioliittia ja
keuhkokuumetta aiheuttava virus. Hiljattain RSV on my®ds tunnistettu merkittdvaksi
patogeeniksi ikdédntyneille.

RSV voi levité, kun tartunnan saanut henkild yskii tai aivastelee vapauttaen
kontaminoituneita pisaroita ilmaan. Tartunta tapahtuu yleensd, kun ndma pisarat tulevat
kosketuksiin (ns. inokulaatio) toisen henkilon silmien, nenén tai suun kudosten kanssa

).
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Monissa organismeissa geneettisen materiaalin siirtyminen voi tapahtua homologisen
rekombinaation kautta luonnollisissa olosuhteissa ja siten vaikuttaa organismien
biologiseen kehitykseen monilla eri tasoilla. Useimmissa negatiivisdikeisissd RNA-
viruksissa, mukaan lukien RSV, luonnollinen rekombinaatio ndyttéd olevan yleensi
harvinainen tai jopa puuttuva, vaikka satunnaiset aidot esimerkit osoittavat, ettd
homologinen rekombinaatio on mahdollista (8). RSV n rekombinaatiotapahtumien
tutkimiseksi tehtiin kahden RSV-mutantin in vitro -ko-infektiotutkimus.

Osoittautui, ettd RSV-variantti tunnistettiin rekombinoituna RSV-viruksena vain yhdessi
kuudesta ko-infektiosta (9). Vain yhden rekombinantin RSV:n eristiminen optimoiduissa
kokeellisissa olosuhteissa viittaa siihen, ettd rekombinaatio on todellakin harvinaista
RSV:ssi. Ndin ollen on selvid, ettd luonnollinen rekombinaatio ei aiheuta huolta
rokotteen stabiiliudesta ja turvallisuudesta.

Organismin geneettisen pysyvyyden todentaminen ja pysyvyyteen vaikuttavat tekijat:

Kaksi mekanismia, jotka voivat vaikuttaa geneettiseen stabiilisuuteen: valintapaineen
vaikutuksen alaiset homologinen rekombinaatio ja mutaatiomuutosten kertyminen.
Toinen mekanismi, joka voi vaikuttaa geneettiseen stabiilisuuteen, on RNA-
virusgenomien virhealtis replikoituminen. Mutaationopeudet vaihtelevat RNA-virusten
vélilld, vaihteluvilin ollessa 10-6 — 10—4 per nukleotidikohta per soluinfektio, riippuen
RNA-viruksesta ja kdytetyistd menetelmistd (10). Pistemutaatiot ovat hyvin harvinaisia
RSV A2 -kannassa.

Siirrettdvén geeniaineksen luovuttajaorganismin tieteellinen nimi ja muut nimet (kannan
nimi tai koodi), taksonomia, fenotyyppiset ja geneettiset markkerit; luovuttaja- ja
vastaanottajaorganismien sukulaisuusaste:

GMO n genomisessa nukleotidisekvenssissd ei havaittu plasmidi- tai tuntemattomia
sekvenssejé (katso kohta I1.14).

Luovuttajaorganismin (tai emo-organismin) tunnistus- ja havaitsemismenetelmien
kuvaus ja menetelmien herkkyys, luotettavuus ja spesifisyys:

GMO n genomisessa nukleotidisekvenssissé ei havaittu plasmidi- tai tuntemattomia
sekvensseji (katso kohta 11.14).

Luovuttajaorganismin maantieteellinen levinneisyys ja sen luonnollisen elinympériston
kuvaus, mukaan lukien tiedot luonnollisista saalistajista, saaliista, loisista ja kilpailijoista,
symbionteista ja isdnnistd; organismit, joiden kanssa perintdaineksen siirtymista
tiedetédn tapahtuvan luonnollisissa olosuhteissa:

GMO n genomisessa nukleotidisekvenssissd ei havaittu plasmidi- tai tuntemattomia
sekvenssejé (katso kohta 11.14).

Seuraavat vastaanottaja- ja luovuttajaorganismin patologiset, ekologiset ja fysiologiset
ominaisuudet:
voimassa olevien EU n sddddsten ja madrdysten mukainen vaaraluokitus
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©)

RSV on luokiteltu kuuluvaksi riskiryhméén 2 Euroopan parlamentin ja neuvoston
direktiivin 2000/54/EY mukaisesti (18. syyskuuta 2000, direktiivi tyontekijoiden
suojelemisesta vaaroilta, jotka liittyvit biologisille tekijoille altistumiseen tydssd) (11).

generaatioaika luonnollisissa ekosysteemeissé sekd suvullinen ja suvuton
lisdantymiskierto

RSV:114 on intrasytoplasminen replikaatiosykli, eiké se voi replikoitua iséntéelion
ulkopuolella. RSV-infektio néyttdd olevan rajoittunut, koska se tartuttaa vain apikaalisia
soluja hengitystie-epiteelissd. RSV-infektion saaneet henkildt ovat yleensi tartuttavia 3—
8 pdivén ajan. Jotkut pikkulapset ja henkil6t, joiden immuunijérjestelmé on heikentynyt,
voivat kuitenkin jatkaa viruksen erittimistd myos jopa oireiden katoamisen jélkeen
niinkin pitkdén kuin 4 viikkoa.

tiedot elossa sdilymisestd, mukaan lukien vuodenaikaisrytmi ja kyky muodostaa
sdilymismuotoja

RSV on vaipallinen virus ja siksi se on erittdin helposti tuhoutuva. Infektoituneen
henkilon RS-virus voi selvitd vilikappaleisssa (kuten nenéliinat, sdngyt, poytélevyt ja
lelut) enintéén 6 tunnin ajan (12). Liséksi RSV voi selvité iholla (esim. kédet) enintéédn
25 minuutin ajan (12) (13).

RSV n kausiluonteisuus vaihtelee eri puolilla maailmaa. Euroopassa RSV-infektioiden
kausi on kausiluonteinen, ja keskiméddrdinen kausi alkaa joulukuun alussa, on huipussaan
helmikuun alussa ja jatkuu huhtikuun alkuun asti, mutta tissé esiintyy suuria eroja
maasta riippuen (katso kuva 1 ja kuva 2). Tartunnat saavuttavat huippunsa aikaisemmin
eteldisilld leveysasteilla, kun taas pohjoisilla leveysasteilla kausi on pidempi (14).



d)

Kuva 1: ei erityisvalvonnan alaisisten eli ns. ei-sentinellien (n = 14) maiden RSV-
havainnot maittain, vuodenajan ja havaintoviikon mukaan, EU/ETA, 2010-2016

(14)
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Kuva 2: ei erityisvalvonnan alaisten eli ns. sentinellien (n = 6) maiden RSV-
havainnot maittain, vuodenajan ja havaintoviikon mukaan, EU/ETA, 2010-2016

(14)
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patogeenisuuteen liittyvit tiedot: infektiivisyys, toksisuus, virulenssi, allergeenisuus,
patogeenin kantaja, mahdolliset vektorit seké isdntékirjo mukaan lukien my6s muut kuin
kohdeorganismit, latenttien (pro)virusten mahdollinen aktivoituminen seké kyky
kolonisoida muita organismeja

RSV aiheuttaa sairauksia vain ihmisissi ja simpansseissa.



10
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Terveilld aikuisilla RSV-infektio on usein oireeton tai rajoittuu ylahengitysteihin (upper
respiratory tract, URT), ja oireet ovat samanlaisia kuin flunssassa. Vauvoilla ja
pikkulapsilla RSV on yleisin alahengitystieinfektioon (lower respiratory tract, LRT)
johtava virus, (15) joka aiheutti noin 33 miljoonaa alahengitystiesairaustapausta (low
respiratory illness, LRI-tapausta) ja noin 118 000 kuolemaa alle 5-vuotiailla lapsilla
vuonna 2015 (16).

Simpansseilla tauti ilmenee flunssana (5).

Kantajavektoria ei ole, infektio voi levitd vain yskén tai aivastusten yhteydessd ilmaan
vapautuneiden kontaminoitujen pisaroiden kautta.

antibioottiresistenssi ja kyseisten antibioottien mahdollinen ennaltachkdisevé/hoidollinen
kayttd ihmisillé ja kotieldimilld

Ei sovellu: RSV-virus ei sisélld antibioottiresistenssigeeneja.

osallistuminen ympéristoprosesseihin: perustuotanto, ravintoaineiden kiertokulku,
orgaanisten aineiden hajoaminen ja hengitys

Ei sovellu

Organismissa luonnostaan olevien vektoreiden luonne: sekvenssi, mobilisaatiotaajuus,
spesifisyys, resistenssid aiheuttavien geenien esiintyminen ja aiemmat geenitekniset
muuntamiset:

Sekvenssi

Ei sovellu

Liikkumistiheys

Ei sovellu

Spesifisyys

Ei sovellu

Resistenssii aiheuttavien geenien esiintyminen
Ei sovellu

Aiemmat geneettiset muutokset

A2-genomirunkoa muutettiin poistamalla 112-nukleotidialue SH-geenin alavirran ei-
koodaavasta alueesta ja peittyvésti muokkaamalla muutamaa SH:n avoimen
lukukehyksen viimeisistd kodoneista, milld parannettiin cDNA n kasvunaikaista
stabiiliutta Escherichia colissa (17). Mutaatiot suoritettiin tavanomaisilla
kloonaustekniikoilla.

Muuntamisessa kéytetyn vektorin ominaisuudet: luonne ja alkuperd; niiden
transposonien, vektoreiden ja muiden kuin koodaavien geneettisten elementtien
sekvenssi, joita kdytetdin GMM:n tuottamiseen ja joilla siirretty vektori ja insertti
saadaan toimimaan GMM.ssi; siirretyn vektorin mobilisaatiotaajuus ja sen kyky siirtaa
geenejd sekd ndiden méadritysmenetelmit; tieto siitd, missd médrin vektorin kokoa on
minimoitu:



ANS2/A1313/11314L-antigenomia koodaava plasmidi rakennettiin emokannan RSV A2 -
rangasta tavanomaisilla kloonaustekniikoilla ja virus luotiin
kéaanteisgenetiikkajérjestelmélld (3). Eldva virus ei sisélld sekvenssejé plasmidivektorista.

Vektorin luonne ja lihde

Kokopitkd pRSV ANS2/A1313/11314L ¢cDNA-plasmidi (18) luotiin kohdassa I1.12
kuvatulla tavalla..

Eldvén viruksen tuottamiseksi kokopitkastd pRSV ANS2/A1313/11314L cDNA:sta
kadnteisgenetiikkamenetelmélld kdytettiin neljad RSV N-, P-, L- ja M2-1-proteiineja
koodaavia tukiplasmidia seké yhtd T7-polymeraasia koodaavaa plasmidia (ks. Kohta
11.12).

Transposonien, vektorien ja muiden ei-koodattavien geneettisten segmenttien
sekvenssi, joita kiytetiin GMO:n rakentamiseen sekd lisityn vektorin ja
insertiotoiminnon GMO:hon tekemiseen

Eldvissd muuntogeenisessi organismissa ei ole vieraita geneettisid segmentteja.
Yksikédédn viidestd apuplasmidista tai ndiden tuotteista ei esiinny puhdistetussa viruksessa

Insertoidun vektorin mobilisointitaajuus ja/tai geneettisen materiaalin siirtokyky ja
mddritysmenetelmdit

pRSV ANS2/A1313/11314L-vektorissa ei ole insertioita verrattuna emoplasmidiin
D46/6120. Kaikki muutokset, jotka koostuvat kahdesta deleetiosta ja yhden aminohapon
mutaatiosta, tarkistettiin DN A-sekvensoinnilla.

Tiedot siiti, missd mddrin vektori rajoittuu DNA:han, joka tarvitaan aiotun toiminnon
suorittamiseen

Tartuntavaaralliset RNA-transkriptit, jotka on tuotettu RSV ANS2/A1313/11314L-
molekyylin tuoton aikana kdénteisgenetiikalla koostuvat vain RSV-virussekvensseisti,
eivitkd ne sisélld sekvenssejd rakennusvaiheiden aikana kéytetyistd molekyylivektoreista
(pRSV ANS2/A1313/11314L tai apuplasmidit).

Geenitekninen muuntamismenetelmé/-menetelmat, joilla insertti/insertit on muodostettu
ja viety vastaanottajaorganismiin tai joilla sekvenssid on poistettu; insertin ja vektorin
rakenteen kuvaus; insertin sisdltdmét mahdolliset tuntemattomat sekvenssit ja tiedot
insertin koon minimoinnista; muunnettujen/siirrettyjen/poistettujen
nukleiinihapposegmenttien sekvenssi, toiminnallinen luonne ja sijainti sekd erityisesti
mahdolliset haitallisiksi tiedetyt sekvenssit; selektioon kdytetyt menetelmét ja perusteet:

Muunnoksessa kdytetyt menetelmiit

RSV-sekvenssi, johon RSV-kantaviruslddkeaine RSV ANS2/A1313/11314L perustuu, on
johdettu villityyppiin RSV-kannasta A2, joka alun perin eristettiin Melbournessa,
Australiassa asuvasta lapsesta vuonna 1961 (2).

Rekombinanttirokotekanta luotiin kédénteisgenetiikkamenetelmalla infektiotautien
laboratoriossa (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, Yhdysvallat).
Rokotekantaa heikennettiin kolmella mutaatiolla — RSV NS2 -geenin (ei-rakenteellinen
proteiini) deleetio, L-geenin (RNA-ohjattu RNA-polymeraasi) kodonin 1313 deleetio ja
isoleusiinin korvaaminen leusiinilla L-geenin kodonissa 1314L. Rokotekanta saatiin



elektropoimalla Vero-soluja antigenomiplasmidilla ANS2/A1313/11314L ja neljélla
apuplasmidilla pCITE-N, pCITE-P, pCITE-M2.1, pCITE-L ja pT7. llmennetty RSV-
antigenomi ja tukiproteiinit, ts. N, P, M2-1 ja L kootaan nukleokapsideiksi, jotka
kaynnistivit virusta tuottavan infektion.

Y114 luotua rokotevirus-ehdokasta kéytettiin kliinisen tutkimusmateriaalin
valmistamiseen Charles River Laboratoriesissa (Malvern, PA, Yhdysvallat). Kliininen
tutkimus IND015465 on parhaillaan kdynnissd Yhdysvalloissa. Sanofi Pasteurille on
annettu padsy tdhdan muunneltuun viruskantaan yhteisty6ssd NIH n (Collaborative
Research and Development Agreement [CRADA] -sopimus, kesdkuu 2016) kanssa.

NIH n virusrokotekanta on perdisin Sanofi Pasteur (SP) -bakteerista kayttamalla
kadnteisgenetiikkaa. Tama tehtiin NIH-rokotevirukseen liittyvén kahden rajoituksen
ylipddsemiseksi — seerumin kéyttd kannan luomisen aikana ja plakkipuhdistuksen
puuttuminen.

Virus on johdettu uudelleen Sanofi Pasteurin ilman seerumia viljeltdvien Vero-solujen
avulla ja menetelmdén kuuluu nyt kolme virusplakkipuhdistuskierrosta sikionaudan
seerumiin (Fetal Bovine Serum, FBS) liittyvien riskien vihentdmiseksi ja solusubstraatin
jéljitettdvyyden ja viruskannan homogeenisuuden varmistamiseksi. RSV
ANS2/A1313/11314L pelastettiin NIH:n tutkimussuunnitelman perusteella menetelmalld,
johon liittyy 6 pelastusplasmidin eletroporaatio Sanofi Pasteurin seerumittomiin Vero-
soluihin ja tétd seuraavat kolme virusplakkipuhdistuskierrosta. Puhdistetut plakit
amplifioitiin sarjoissa P1, P2 ja P3, jonka tuloksena saatiin RSV ANS2/A1313/11314L:n
Pre-Master-kanta (Pre-Master Seed, pre-MSL).

Menetelmiit, joita kiytetidn insertin (inserttien) rakentamiseen ja lisidmiseen
vastaanottajaan tai sekvenssin poistamiseen

Kokopitkd pRSV ANS2/A1313/11314L -cDNA-plasmidi luotiin NIH n laboratoriossa
(Laboratory of Infectious Diseases, Bethesda, Maryland) paikkaohjatun mutageneesin ja
DNA-kloonausvaiheiden avulla. Plasmidia D46/6120 kéytettiin templaattina
paikkaohjatulle mutageneesille (17).

Rokote-ehdokkaan tdysimittainen genomi, joka on koodattu plasmidiin D46/6120, eroaa
kokopitkéstd kanta-A2-viruksen villityypistd silld, ettd siitd on poistettu 112 nukleotidia
SH-geenin alavirran ei-translatoitavasta alueesta, ja ettd SH:n avoimen lukukehyksen
alavirtapddhén on lisétty viisi translaation suhteen peittyvad nukleotidimuutosta (17).

Tama deleetio ja ndmaé peittyvit (aminohappotasolla) muutokset tehtiin cDNA:n
stabiloimiseksi bakteerissa kasvatuksen aikana. Téarkeéd4 on, ettd ne eivit vaikuttaneet
merkittivisti virusfenotyyppiin soluviljelméssi tai hiirissd. Ensimmaisend pRSV
ANS2/A1313/11314L:n luontivaiheena poistettiin L-geenin kodoni 1313 poistettiin
plasmidissa D46/6120 paikkaohjatulla mutageneesilld, milld saatiin versio D46/6120
A1313.

NS2-geeni poistettiin kayttdmalld 2652 emésparin (bp) pituista Eagl/AvrlI-
restriktiofragmenttia (joka siséltdd 1 044 bp kloonausvektorista ja alkupéddstd, NS1:n ja
osan NS1-geenid), joka saatiin aiemmin kuvatusta RSV ANS2:ta koodaavasta cDNA:sta
(19). ja sité kaytettiin korvaamaan eagl/Avrll-fragmentti, joka sisélsi alkupdén, NS1 n,
NS2 n ja osan N-geenid D46/6120 A1313:ssa, jolloin saatiin D46/6120 ANS2 A1313.
Lopuksi I1314L-mutaatio (ATA CTG:ksi) introdusoitiin D46/6120 ANS2 A1313:een
paikkaohjatun mutageneesin avulla parantamaan tdimén rokotteen geneettisen stabiiliutta,
minké tuloksen saatiin kokopitkd pRSV ANS2/A1313/11314L-cDNA-plasmidi



Insertin puhtaus misti tahansa tuntemattomasta sekvenssisti ja tiedot siitd, missi
mddrin lisdtty sekvenssi rajoittuu DNA:han, jota tarvitaan aiotun toiminnon
suorittamiseen

Sen varmistamiseksi, ettei RSV ANS2/A1313/11314L sisdlld mitddn tuntemattomia

sekvenssejd, se sekvensoitiin koko mitaltaan automatisoidulla sekvensoinnilla, milld
todettiin, ettd se ei sisdlld mitddn osaa, jonka tuotetta tai toimintaa ei tunneta (ks. Koht
IL.14).

Valintaan kdiytetyt menetelmiit ja kriteerit
NIH n virusrokotekanta johdettiin uudelleen Sanofi Pasteurilla kéyttamalla

kédanteisgenetiikkaa. Virus johdettiin uudelleen Sanofi Pasteurin seerumittomien Vero-
solujen avulla. Pelastettu virus palkkipuhdistettiin 3 kertaa, sitten sarjalla amplifikointeja
satiin RSV ANS2/A1313/11314L Pre-Master-kanta (pre-MSL).

Sanofi Pasteurin pre-MSL-erdn genominen nukleotidisekvenssi mééritettiin, ja sitd
verrattiin NIH:Ita saatuun RSV-antigenomiplasmidiin ANS2/A1313/11314L (ks. Kohta
I1.14). ). pre-MSL:44 kéytettiin padviruskantaerdn tuottamiseen, jonka genominen
nukleotidisekvenssi madritettiin myos (ks. Kohta 11.14).).

Kyseessd olevan muunnetun/insertoidun/poistetun nukleiinihapposegmentin (tai -
segmenttien) sekvenssi, toiminnallinen identiteetti ja sijainti erityisesti viitaten
mabhdollisesti tunnettuihin haitallisiin sekvensseihin

Sanofi Pasteurin pre-MSL:n genominen nukleotidisekvenssi médéritettiin ja sitd verrattiin

NIH:Ita saatuun RSV-antigenomiplasmidiin pRSV ANS2/A1313/11314L (ks. taulukko
1).

Tarkeimmét muutokset emo-RSV A2:han ndhden ovat NS2-geenin ja kodonin 1313
deleetiot ja isoleusiinin (I) korvaaminen leusiinilla (L) L-geenin kodonin 1314 kohdalla
tarkoituksena heikentdd virus. Katso tarkempia tietoja kohdasta I1.14.

Yhtakédn plasmidia tai tuntemattomia sekvenssejé ei siirretty GMO:hon.

Lopullisen muuntogeenisen mikro-organismin (GMM) geneettisten tai fenotyyppisten
ominaisuuksien kuvaus sekd erityisesti uusien mahdollisesti ilmentyvien tai ei endd
ilmentyvien ominaisuuksien kuvaus; GMM:n geneettisten ominaisuuksien pysyvyys:

Geenipiirteet

Verrattuna villityyppi-RSV:n sekvenssiin (GenBankin rekisterdintinumero M74568),
RSV ANS2/A1313/11314L (NIH-ehdokas) siséltdd kolme deleetiota (fenotyyppisesti
peitetty 112 nukleotidin pituinen deleetio SH-geenin ei-koodaavassa sekvenssissé (17),
heikentévé 523 nukleotidin mittainen NS2-geenin deleetio (19) (20) (21) ja heikentdva 3
nukleotidin mittainen L-geenin kodonin 1313 deleetio (2), ja 27 nucleotidieroavuutta: 9
peittyvdd mutaatiota ei-koodaavilla alueilla, 9 peittyvdd mutaatiota koodaavilla alueilla ja
9 koodausmuutosta, jotka ovat fenotyyppisesti merkityksettomié (21).

RSV ANS2/A1313/11314L n genomirakenne kuvataan 3. NIAID n (National Institute of
Allergy and Infectious Diseases) infektiotautien laboratoriosta (NIH) saadun plasmidin
pRSV ANS2/A1313/11314L genomisekvenssi esitetddn liitteessd 1. Taulukossa 1
vertaillaan NIAID:n (National Institute of Allergy and Infectious Diseases)
infektiotautien laboratoriosta (NIH) saadun RSV-antigenomiplasmidin



ANS2/A1313/11314L ja Sanofi Pasteurin Pre-Master-kantaerén (pre-MSL-er#)
nukleotidisekvensseja.

Kuva 3: RSV ANS2/A1313/11314L:n genomirakenne

Wul-r*u‘huHGﬁF iz 4 l-? =
NS2 ANS2/A1313/11314L A1313/11314L

Dalation of NS2 (IFN antagonist) may provide increased immunogenicity and decreased virulence

Deletion of 1313 confers moderate temperature sensitive phenotype, which is stabilized by 11314L

Taulukko 1: RSV:n (NIH) antigenomiplasmidin ANS2/A1313/11314L ja Sanofi
Pasteurin Pre-Master-kantaerin RSV 2018-053 nukleotidisekvenssien vertailu

Alue NIH:n antigenomiplasmidissa RSV ANS2/A1313/11314L
ANS2/A1313/11314L Sanofi Pasteurin Pre-Master-kantaeri *
Ei-koodaava sekvenssi 3’-alkupadssa Identtinen
NS1 Identtinen
NS2 Geeni poistettu NIAID-antigenomiplasmidin mukaisesti
N Identtinen
P Identtinen
M Identtinen
SH Identtinen
G Identtinen
F Identtinen
M2-1 Identtinen
M2-2 Identtinen
L Identtinen
A1313 kohdassa L Kodoni poistettu NIAID-antigenomiplasmidin mukaisesti
11314L kohdassa L Kodoni muunnettu NIAID-antigenomiplasmidin mukaisesti

* RSVANS?2 pre-MSL RSV2018-053 n sekvenssistd katetaan 99,7 % suurikapasiteettisella sekvennoinnilla

Fenotyyppiset piirteet

RSV ANS2/A1313/11314L on eldvi, heikennetty RSV, josta on poistettu NS2-geeni
(nukleotidit 577-1098) ja kodoni 1313, ja isoleusiini (I) on korvattu leusiinilla (L) L-
geenin kodonissa 1314. RSV n ei-rakenteellinen proteiini, NS2, estdd interferoni o/f:n
tuotannon ja estdd myos solua muodostamasta antiviraalista tilaa (22).

NS2-geenin deleetio heikentdd RSV:td ja lisdd mahdollisesti immunogeenisuutta (23).
NS2-proteiinilla on dskettdin osoitettu olevan patogeenisia vaikutuksia, jotka johtavat
distaalisten hengitysteiden tukkeutumiseen, ja sen deleetio voi lisitd rokotteen
siedettavyyttd. Muut lieventdvit mutaatiot téssd rokote-ehdokkaassa suunniteltiin
kéaanteisgeneettiselld menetelmalld parantamaan lampdherkkien fenotyyppien
stabiliteettia (esim. A1313/11314L). L-geenin kodonin 1313 (nukleotidit 12 43412 436)
deleetio (A1313) tuotti lampdtilaherkén heikentéivin mutaation (kattolampétila 37 °C).
RSV n, jossa A1313, replikoituminen heikkeni noin 50-kertaisesti nenékuorikoissa ja
200-kertaisesti keuhkoissa verrattuna villityyppiin RSV:hen (24). Tdmé mutaatio oli altis



sekundaarisen kohdan kompensoivalle mutaatiolle kodonissa 1314, mutta tdméa
stabiloitiin 113 14L-mutaatiolla (kodoni ATA muutettiin CTG:ksi, nukleotidit 12 437—
12 439) (18). Pelkistddn NS2 n deleetio vahensi RSV n replikoitumista puuvillarotilla
100-kertaisesti (20). Yhdistettyind ANS2 ja A1313 heikensivét replikoitumista hiirilla
havaitsemistason alapuolelle (24), miké viittaa additiiviseen vaikutukseen.

Organismin stabiilisuus geneettisten ominaisuuksien osalta
In vitro -tutkimukset

Geneettinen stabiilisuus

RSV ANS2/A1313/11314L:n pre-Master-kannan (P3) geneettinen stabiilisuus arvioitiin
pasasoimalla se perdkkdin enintdén viisi kertaa ilman seerumia viljellyissd SP n Vero-
soluissa (pasasointi 8). Kussakin pasasoinnissa infektoitiin ilman seerumia T225-
maljoissa viljeltyjd SP n Vero-soluja RSV ANS2/A1313/11314L:114 infektion
monikerralla (multiplicity of infection, MOI) 0,01 ja inkuboitiin 32 °C:ssa 5 pédivén ajan,
ja elatusliuos vaihdettiin pdivdna 3. Infektoituneet solut yhdessé elatusaineessa olevien
virusten kanssa keréttiin ja jaddytettiin. Sulatuksen jélkeen kerdtyt virukset sekoitettiin
HSG-puskuriin, jaettiin méérdosiin ja jaadytettiin. Tatd kdytettiin seuraavan pasasoinnin
aikana. Kunkin pasasoinnin vélilld virustitteri mitattiin vastaamaan viidesti erillisestd
pullosta saadun tuloksen keskiméadrad, jotta varmistettiin MOI = 0,01 kullakin
pasasoinnilla.

RSV ANS2/A1313/11314L:n geneettinen stabiilisuus arvioitiin sekvensoimalla pre-MSL
ja pasasoinnin nro 8 virus (pre-Master-kanta 5 pasasoinnin jélkeen) suurikapasiteettisella
sekvennoinnilla (high-throughput sequencing, HTS) ja tutkimalla ilmenikd sarjoittaisten
pasasointien aikana kompensoivia mutaatioita kantavia virusalapopulaatioita
kynnysarvolla 5 %. 99,7 % tdysimittaisesta genomista sekvensoitiin, ja sekd pre-MSL-
ettd P8-virusten sekvenssi oli odotetun mukainen.

Pasasointien 3 ja 8 pre-MSL n geneettisen stabiilisuuden arvioinnissa kdytetty RSV-
viitesekvenssi perustuu ylla esitetyn suunnitellun plasmidin odotettuun sekvenssiin.
Alkuperdinen RSV-sekvenssin sisiltdvda NIH-plasmidi on perdisin NIH:Ita. Tama
viitesekvenssi sisdltdd suunnitellun deleetion A1313 ja mutaation [1314L:ssé.

Geneettisen stabiilisuutta koskevan tutkimuksen tulokset esitetdén alla:

Taulukko 2: Pre-Master-kannan sarjoittainen kasvatus

HTS-sekvensointi

Periikkiiinen pasasointi

Pasasoinnin taso

Pre-Master-kanta (P3)

Pre-master-taso

Sekvenssi odotetun mukainen

Pre-Master-kanta+1 (P4)

Master-kantataso

Ei oleellinen

Pre-Master-kanta+2 (P5)

Tuotetaso (vaihe I)

Ei oleellinen

Pre-Master-kanta+3 (P6)

Tuotetaso + 1

Ei oleellinen

Pre-Master-kanta+4 (P7)

Tuotetaso + 2

Ei oleellinen

Pre-Master-kanta+5 (P8)

Tuotetaso + 3

Sekvenssi odotetun mukainen

Taulukossa 2 esitetyt pre-MSL:n geenistabiliteettia koskevat tulokset pasasointien 3 ja 8
kohdalla raportoidaan “sekvenssi odotetun mukainen”. Selvyyden vuoksi, koodausalue
vastaa odotettua sekvenssid, jossa NS2 n deleetio ja suunniteltu deleetio A1313, mutaatio
kohdassa 11314L.



RSV-genomin sekvensointi

RSV ANS2/A1313/11314L -viruksessa olevan RSV-genomin sekvensoinnilla seurataan
mahdollisia variantteja, joita saattaa ilmeté rokotteen eri tuotantovaiheissa. RSV-
genomin sekvensointi korkean suoritustehon sekvensoinnilla (HTS) mahdollistaa koko
genomin arvioinnin ilman véaéristyméa kohti olemassa olevia variantteja. HTS-
sekvensoinnilla voidaan tuottaa miljoonia sekvensseja rinnakkain ja arvioida kunkin
nukleotidin sijaintia laajalla peittoalueella. Sisdinen laskentatydkalu on kehitetty
erityisesti vertaamaan HTS-dataa odotettuun RSV-genominsekvenssiin, jotta voidaan
havaita yli 10 %:1la kynnysarvon ylittdvit variantit. Kaikki variantit arvioidaan
tarkemmin varianttien varmentamiseksi ja vahvistamiseksi.

Master-kantaerdn (MSL) genomisekvensoinnin ja lddkeaine (Drug Substance, DS) -erien
tulokset esitetddn taulukossa 3. MSL- ja DS-erien genomin sekvenssien vertailussa
kéytetty viitesekvenssi perustuu sekvenssiin, joka saatiin, kun RSV ANS2/A1313/11314L
Pre-MSL sekvensoitiin. Tdma viitesekvenssi sisédltdd suunnitellun deleetion A1313 ja
mutaation [1314L:ssd. NS2:n deleetio ja suunniteltu deleetio A1313, mutaatio kohdassa
[1314L vastaavat odotettua sekvenssié.

Taulukko 3: RSV ANS2/A1313/11314L-genomin sekvensointitulokset

Lopullinen MSL-kantaerd Ladkeaineen kehityserd Ladkeaineen kliininen (¢cGMP) erd (vaihe ')

Ei havaittuja variantteja Ei havaittuja variantteja Ei havaittuja variantteja

MSL 1.0 luotiin tukemaan vaiheen I/II kliinisten tutkimusten materiaaleja. Uusi MSL
(2.0) luodaan tukemaan vaihetta 3 ja kaupallista lanseerausta. Valmistusmenetelmé
MSL:lle, jota kéytetddn vaiheen I/I12 kliinisten tutkimusten materiaalien tuottamiseen ja
valmistusmenetelmi MSL:lle, jota kdytetddn vaiheen 3 tarpeisiin poikkeavat
kaupallisesta valmistuksesta vain yhdessd vaiheessa eli suuren méarén jaadytys-
/sulatusvaiheessa, joka on poistettu uuden MSL n kohdalla. Jaddytys-sulatusvaiheen
poistamisella ei odoteta olevan vaikutusta viruksen geneettiseen stabiilisuuteen, koska
tdmd ei ole vaihe, joka mahdollistaa viruksen replikoitumisen, ja ndin ollen muutoksia ei
voi tapahtua nukleotidisekvenssissd. Muita eroja ei ndiden kahden MSL-
valmistusprosessin vililld ole. Prosessivalidointia/kaupallista lanseerausta varten
kayttokantaerd (working seed lot, WSL) on skaalattava vastaamaan tuotannon
vaatimuksia.

Vaihetta % tukeva MSL, vaihetta 3, tukeva MSL, ISL (tarvittaessa), WSL ja vaiheen 3
DS-eri testataan virusvarianttien ilmentymisen varalta seuraavilla menetelmilla:
e Geenitestaus HTS-sekvensoinnilla > 5 %:lla populaatiosta esiintyvien
varianttien havaitsemiseksi
e Fenotyyppitestaus  plakkikoolla, infektiivisyydelld = Vero-soluissa ja
ihmissoluissa (CCIDso) ja viruksen infektiivisyydelld eri ldmpdtiloissa. Ne
vahvistavat MSL- ja DS-vaiheissa tuotetun viruksen heikennetyn fenotyypin.

Parhaillaan on kehitteilld uusi geneettisen stabiilisuuden strategia vaiheen 3 ja
kaupallisen valmistuksen tueksi. Tdhén strategiaan sisdltyy vahimmilldén, alkaen
MSL:std ja kattaen DS n raakavirussadon jélkeisien pasaasien testaaminen varianttien
syntymisen varalta kiyttden sekéd geneettisid (HTS) ettd fenotyyppisid menetelmilla..

In vivo -tutkimukset
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Thmisilla:

NIH arvioi RSV ANS2/A1313/11314L n geneettistd stabiilisuutta lapsilla RSV.
Nendhuuhtelu (nasal wash, NW) -isolaateista 18 RSV-seronegatiivisen rokotteen
aiheuttaman erityksen ollessa huipussaan tehty RT-PCR- ja osasekvenssianalyysi
vahvistivat NS2-deleetion ja A1313- ja I1314L-mutaatioiden esiintymisen (25). Lyhyesti,
heikentdvien osien ldsnéolon ja geneettisen stabiilisuuden varmistamiseksi saatiin virus-
RNA:ta yhdestd NW-huuhteleen pasasoinnista Vero-soluissa. NS2-geenin deleetio
varmennettiin agaroosigeelielektroforeesilla, miké vahvisti deleetion kattavan 855
emiésparin RT-PCR-amplikonin. Deleetio 1313 ja I1314L-mutaatio vahvistettiin
sekvenssianalyysilld, jossa kdytettiin L-geenin 758 emésparin PCR-fragmenttia.

GMM:n lopulliseen rakenteeseen jadvén vektori- ja luovuttajaorganismin nukleiinihapon
rakenne ja maara:

Ei sovellu: GMO n genomisessa nukleotidisekvenssissé ei havaittu plasmidi- tai
tuntemattomia sekvensseja (ks. Kohta I1.14).).

Uuden perintéaineksen ilmentymisnopeus ja -taso, mittausmenetelma ja -herkkyys;
ilmentyneen proteiinin/proteiinien aktiivisuus:

Uuden geneettisen materiaalin ilmentymisnopeus ja taso, mittausmenetelmdn herkkyys

Uuden geneettisen materiaalin (RSV ANS2/A1313/11314L) ilmentymistd voidaan
arvioida havaitsemalla infektiokykyisid viruspartikkeleita. Tuotetun viruksen méaéra on
suoraan yhteydessd uuden geneettisen materiaalin ilmentymiseen.

Sanofi Pasteurilla kéytettdva médritys, jolla mitataan infektiokykyisen RSV
ANS2/A1313/11314L:n médrd on Vero-solujen titraus (ks. Kohta I1.17).

RSV ANS2/A1313/11314L:n méardd seurataan kullakin pasasoinnilla tuotantoprosessin
aikana kohdassa I1.14 kuvatulla tavalla.

Ilmennetyn proteiinin (proteiinien) aktiivisuus

RSV ANS2/A1313/11314L on elédvé, heikennetty, lampdtilaherkka rokote. Pddasiassa F-
ja G-geenien (26) (27) (koodaamat virusproteiinit, joita ilmennetéan, sisaltavét
antigeenideterminantteja neutralointia varten. Ndin ollen ndmé proteiinit toimivat
immunogeeneina ja niiden ilmentyminen RSV ANS2/A1313/11314L-viruksen kautta saa
aikaan suojaavan immuunivasteen villityyppi-RSV:td vastaan.

Tunnistus- ja havaitsemismenetelmien kuvaus mukaan lukien siirretyn sekvenssin ja
vektorin tunnistus- ja havaitsemismenetelmét; menetelmien herkkyys, luotettavuus
kvantitatiivisesti mitattuna seké spesifisyys:

Kuvaus tunnistus- ja havaitsemistekniikoista, mukaan lukien tekniikat, joilla
tunnistetaan ja havaitaan insertoitu sekvenssi ja vektori

RSV ANS2/A1313/11314L -rokote-ehdokas voidaan tunnistaa virusnukleiinihappojen
perusteella esimerkiksi genomin havaitsevalla kvantitatiivisella PCR-menetelmélld, ja
tunnistaa heikennetyn fenotyypin perusteella in vitro -testilld. Se voidaan havaita myds
replikaatiokykyisten virusten perusteella virusviljelmélld, esimerkiksi viruksen
infektiivisyyden eri ldmpdtiloissa perusteella (plakkiméaritys). PCR-menetelmd on



spesifisempi, koska se vahvistaa RSV ANS2/A1313/11314L -rokote-ehdokkaan kodonin
1313 deleetion ja isoleusiinin (ATA) korvaamisen leusiinilla (CTG) kodonissa 1314. In
vitro -testi heikennetylle fenotyypille ja virustartunnan testaus eri limpdtiloissa
(plakkimédritys) voivat erottaa RSV ANS2/A1313/11314L -rokote-ehdokkaan villityyppi-
RSV:sti.

Jéljempéna kuvataan PCR-menetelméad kayttava tunnistaminen, in vitro -testi
heikennetylle fenotyypille ja viruksen infektiivisyyden testaus eri lampétiloissa
(plakkiméadritys).

Tunnistaminen (qRT-PCR)

Viruksen erittymisen kvantifioimiseksi (RSV ANS2/A1313/11314L-ehdokas) kehitettiin
qRT-PCR-maédritys, joka erityisesti havaitsisi ja kvantifioisi RSV ANS2/A1313/11314L n
nendstd otettavista vanupuikkondytteistd. NS2-geenin deleetion lisdksi RSV
ANS2/A1313/11314L:n ja villityyppi-RSV A2 n vililld on vield muutamia muita eroja.
Niin ollen RSV ANS2/A1313/11314L n qRT-PCR-maédritys suunniteltiin kéyttden
Sigman Light Cycler Probe -jirjestelméd. Téama jarjestelma koostuu kahdesta
hybridisaatiokoettimesta, jotka on suunniteltu siten, ettd ne sitovat kohteen 1-5
nukleotidin pddhén toisistaan. Koetin 1 (luovuttaja) on merkitty 3’- padssd
luovuttajailmaisimella. Koetin 2 (vastaanottaja) on merkitty 5’-loppupdéssé
vastaanottajailmaisimella. Yhdistymisvaiheen aikana PCR-alukkeet ja LightCycler-
koettimet hybridisoituvat tiettyihin kohdealueisiinsa tuoden koettimet ldhelle toisiaan.
Kun néin tapahtuu, LightCycler virittdd luovuttajavériaineen ja energia siirtyy
luovuttajalta vastaanottajalle. LightCycler havaitsee vastaanottajailmaisimen purkauksen
aallonpituudella 640 pm. Jos koettimet sitoutuvat, mutta eivit ole ldhekkéin, signaalia ei
tuoteta. LightCyclerissa kiytetyt koettimet RSV ANS2/A1313/11314L:n qRT-PCR-
madritystd varten kohdentuvat RSV ANS2 n NS2-geenin deleetiokohtaan. Koetin 1
kiinnittyy deleetiokohtaa edeltdvddn sekvenssiin ja koetin 2 kiinnittyy itse
deleetiokohtaan. Vaikka alukkeet ja anturit saattavat sitoutua villityypin RSV A:an hyvin
samankaltaisen sekvenssin vuoksi, molemmat koettimet eivit kiinnittyisi riittdvén lahelle
toisiaan signaalin luomiseksi, koska NS2-geeni on yli 500 nukleotidia pitkd, mika tekee
téstd menetelméstd erittdin spesifisen. Jos koettimet eivit ole 1dhekkain, kuten ne ovat
villityypin RSV:ssd, signaalia ei tuoteta.

In vitro -testi heikentyneen fenotyypin testaamiseen

Talla testilld voidaan vahvistaa RSV ANS2/A1313/11314L -ehdokkaan heikentidva
fenotyyppi. Kaksi maljallista konfluentteja MRC-5-soluja inokuloidaan 25 ml:n
testikohteella/malja, ja adsorptiojakson jélkeen siirrosaine poistetaan ja korvataan
elatusaineella. Seuraavana péivéna solut irrotetaan TrypLE Selectilld ja siirretddn sitten
tuoreisiin, konfluentteihin MRC-5-monokerroksiin. Maljoja inkuboidaan 14 péivén ajan,
ja havainnot ja elatusaineen vaihto tehdddn 6-7 paivin kuluttua.

14 péivin jélkeen viljelynesteitd inokuloidaan tuoreisiin konfluentteihin MRC-5-soluihin,
maljoja inkuboidaan vield toiset 14 péivéd, ja havainnot ja elatusaineen vaihto tehdéan 6—
7 péivén kuluttua.

Lopulliset havainnot tehdéin toisen pasasoinnin pédivand 14 (testin pdivéné 29). Kaikki
inkubaatiot suoritetaan 36 °C n lampétilassa+ 1 °C, 5 %mn +2 %
hiilidioksidipitoisuudessa. Maljat tarkastetaan silmdméaéraisesti valomikroskoopilla
sytopaattisten vaikutusten (cytopathic effects, CPE) esiintymisen tai puuttumisen varalta
monokerroksessa. Testin lopussa testimaljoissa ei saa olla merkkejd viruksen CPE:sta.



Kuhunkin analyysiin siséltyy solukontrollimalja, positiivinen kontrollimalja (viljelma,
johon on lisétty 3 x havaitsemisrajan (limit of detection, LOD) verran villityypin RSV:td)
ja matriisikontrolli (testikohde, johon on lisdtty 3 x LOD:n verran villityypin RSV:td).
Testin raportoitava arvo on vahvistaa heikentyneen fenotyypin.

Viruksen infektiivisyys eri limpotiloissa (plakkimiéaritys)

RSV ANS2/A1313/11314L -ehdokkaan lampdétilaherkkyys todetaan kohtalaiseksi
korkeissa lampdtiloissa. Tdssd testisséd arvioidaan virusten replikoitumista eri
lampdtiloissa (esim. 34 °C, 36 °C ja 38 °C) plakkianalyysilld viruksen lamp6tilaherkin
fenotyypin luonnehtimiseksi. RSV-rokote titrataan 24-kuoppaisiin levyihin, joissa on eri
viruslaimennuksin infektoituja Vero-soluja. Viruksen adsorptoitua tunnin, kuoppiin
lisdtédan 1-prosenttista metyyliselluloosaa sisdltévad elatusainetta. Kun levyjé on
inkuboitu nelja pdivad 34 °C:een, 36 °C:een ja 38 °C:een ldmpdotilassa, Vero-solut
fiksoidaan ja immunovirjdtidn piparjuuriperoksidaasikonjugoidulla, puhdistetulla
monoklonaalisella RSV-vasta-aineella (F-glykoproteiini). Plakit visualisoidaan
kaupallisesti saatavilla olevalla 3,3°,5,5’-tetrametyylibentsidiini (TMB) -
blottausliuoksella, ja automaattinen plakin laskenta suoritetaan kaupallisesti saatavilla
olevalla kuvantamisjérjestelmélld. Infektiotiitteri lasketaan ja ilmaistaan muodossa logio
PFU/ml MSL:lle ja DS:lle ja logio PFU/annos ldédketuotteelle.

Sisdinen RSV-kontrolli (RSV ANS2/A1313/11314L) valmistellaan omassa laboratoriossa,
sdilytetddn lampotilassa < -60 °C, ja sitd kiytetddn joka kerta, kun plakkiméaritys
tehddén. Sisdinen kontrolli todettiin pateviksi 30:1la itsendiselld titrauksella, ja
keskiméddrdinen tiitteri médritettiin. Sisdisen kontrollitiitterin on oltava £ 0,5 logio
PFU/ml vakiinnutetun tiitterin molemmin puolin.

Testi on pitevé, jos:
e negatiiviset kontrollikuopat ovat tyydyttévia
o validiteettikontrollindytteen tiitteri on + 0,5 logio PFU/ml vakiinnutetun tiitterin
molemmin puolin
e raportoitavat arvot méadritettdvissi vahintdéin kahdesta laimennuksesta.

Herkkyys, luotettavuus (kvantitatiivisesti) ja havaitsemis- ja tunnistustekniikoiden
spesifisyys

Tunnistaminen (qRT-PCR)

RT-qPCR-testi kehitettiin RSV ANS2/A1313/11314L -genomikopioiden mééirian
méidrittimiseen. Se on RSV ANS2/A1313/11314L -spesifinen, eivitkd muut
hengitystiepatogeenit, kuten villityypin RSV A2, vaikuta spesifisyyteen, mika
mahdollistaa eron tekemisen villityypin RSV n ja ANS2/A1313/11314L n vililla.
Madrityksen herkkyys méérityksen alarajalla (LLOQ) on 3,71 logio genomikopiota/ml.
LLOQ n rajamailla oleva laimennustarkkuusanalyysi osoitti, ettd absoluuttinen ero oli
enintdédn 0,43 log10 kopiota/ml havaittujen ja odotettujen arvojen valilla.

Madrityksen sisdisen tarkkuuden keskihajonta on 0,2625 ja vélitarkkuus on 0,2959, logio
genomikopiota/ml. Ndin ollen mééritys on herkké, luotettava ja spesifinen.

In vitro -testi heikentyneen fenotyypin testaamiseen

Testi validoitiin skaalaamalla kahta maljaa per testi edellyttdva testi vain yhteen maljaan
per testi. Havaitsemisraja méadritettiin virushuipuksi, jossa 6/6 riippumattomasta
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rinnakkaisndytteestéd havaittiin positiivisiksi. Mééritettiin 200 PFU n havaitsemisraja
villityypin RSV A2:lle, jota oli lisdtty 25 ml:aan raakasatoa.

Viruksen infektiivisyys eri limpdtiloissa (plakkiméiritys)

Eri lampétiloissa suoritettavaa infektiivisyystestid varten inkuboitiin plakkiméérityslevyt
34 °C:ssa ja lisdksi 36 °C:ssa ja 38 °C:ssa. Aluksi plakkimaéritys 34 © C:ssa osoittautui
hyviksyttavéksi. Lineaarisuuden arvioinnilla saatiin R? = 0,9950, kun useita pitoisuuksia
testattiin. Tarkkuus, joka mitattiin useista eri pitoisuuksista saaduista méaristd (%),
laskettiin 96,08—-101,49 % n vaihteluvilind kullekin ajolle. Vilitarkkuudella osoitettiin
%CV-arvojen vaihtelevan vililld 3,99-29,20, kun ne laskettiin useista
formulaatiopitoisuuksista. Kahta muuta lampdtilaa, nimittédin 36 °C ja 38 °C, kéytettiin
hyvéksi plakkimaarityksen kvalifiointiin 34 °C:ssa. Jotta voitiin osoittaa kyky erottaa
villityyppi ja rokotekannasta, titrattiin plakkiméaaritykseen kaytettdvét rokoteviruskannan
kontrolli ja villityypin RSV A2 -kontrolli lampétiloissa 34 °C, 36 °C ja 38 °C. Vastaavat
titterit havaittiin villityypin RSV A2:1le 34 °C:ssa ja 36 °C:ssa, ja mahdollinen vdhdinen
tiitterin nousu 38 °C:ssa.

Rokotekannan kontrollissa sitd vastoin havaittiin hiukan alentuneita tiitterejd 36 °C:ssa
verrattuna 34 °C:een, ja tiitterin alentuminen arvolla > 1 logl0 PFU/ml havaittiin

38 °C:ssa verrattuna 34 °C:een ja 36° C:seen. Sen vuoksi médritystd pidetdan herkkand,
luotettavana ja spesifisend sen kayttotarkoituksen kannalta.

Tiedot GMM:n aiemmista levittdmisistd ja kiytoisté:

Tahin mennessd RSV ANS2/A1313/11314L on arvioitu kahdessa NIH:n toimesta
suoritetussa vaiheen I kliinisessd tutkimuksessa, joissa yhteensd 71 vauvaa ja pikkulasta
sai GMO n ((25) (28), ja nykyisesséd Sanofi Pasteurin vaiheen 1/2 (VAD00001) -
tutkimuksessa (29) on yhteensé 43 vauvaa ja pikkulapsia saanut GMO n). Julkaistussa
tutkimuksessa RSV-seronegatiiviset 6—24 kuukauden ikiiset lapset sietivét hyvin RSV
ANS2/A1313/11314L:44 sekd matalilla (5,0 logio PFU) ettd korkeilla (6,0 logio PFU).
Vaikka replikoiva virus havaittiin nendhuuhteluista (NW) plakkim#aritykselld ja/tai RT-
PCR:l14 73 %:1la pienannoksisen ja 90 %:1la suurannoksisen rokotteen saaneista,
yléhengitystieinfektioiden, kuumeen, yskén ja vélikorvatulehduksen esiintymistiheys oli
verrattavissa lumelddkettd saaneisiin kummassakin annosryhméssa.
Alahengitystieinfektiota ei esiintynyt rokotettujen joukossa kummallakaan annoksella.
Nenén vuotamista esiintyi useammin rokotettujen joukossa kuin lumerokotteen saaneilla,
mutta erot eivit olleet tilastollisesti merkitsevid. Korkean annoksen saaneiden RSV-
seropositiivisten 12—-59 kuukauden ikéisten lasten nendhuuhteleesta ei havaittu
replikoivaa virusta plakkiméadritykselld ja/tai RT-PCR:114, ja yldhengitystieinfektioiden,
kuumeen, yskén ja vilikorvatulehduksen esiintymistiheys oli saman tasoista kuin
lumelédkettd saaneiden joukossa. Alahengitystieinfektiota ei esiintynyt RSV-
seropositiivisilla lapsilla, jotka saivat suuren rokoteannoksen.

GMM:n ja sen aineenvaihduntatuotteiden toksiset tai allergeeniset vaikutukset sekd
patogeenisuus (ihmisille/eldimille/kasveille) verrattuna vastaanottaja- ja
luovuttajaorganismiin; kolonisaatiokyky:

GMO:iden ja/tai niiden metabolisten tuotteiden toksiset tai allergeeniset vaikutukset
Villityypin RSV hakeutuu huomattavissa méérin hengitysteihin ilman luontaista
taipumusta replikoitumiselle keuhkojen ulkopuolella (3). Lisdksi RSV-rokote



ANS2/A1313/11314L rakennettiin rationaalisesti suunnitellulla geenideleetiolla ja
mutaatioilla, jotka on tutkittu hyvin néiden heikentdvin vaikutuksen ja
immunogeenisuuden osalta. RSV ANS2/A1313/11314L:n ei-kliinisen
turvallisuustutkimuksen arviointi keskittyy ndin ollen hengitysteiden lisdksi systeemiseen
toksisuuteen ja sisdelimiin kohdistuvaan affiniteettiin jaljempéana kuvatulla tavalla.
Heikentdmistd arvioivien in vivo -tutkimusten tulokset esitetddn tarkemmin alla.

Heikennystaso on rokotteen kriittinen parametri, silli RSV-tauti ja reaktogeenisuus ovat
suhteessa viruksen replikaatiotasoon. Téhidn mennessi arvioiduista koe-eldimistad
replikoituu RSV helpoiten lapsuusikéisissé simpansseissa, joiden ruumiinldmpétila on
my06s sama kuin ihmisilla.

NIH arvioi RSV ANS2/A1313/11314L -rokotteen erittymisen (18). Kaksi simpanssia
infektoitiin RSV ANS2/A1313/11314L:n inokulaatioilla intranasaalisesti (IN) tai
intratrakeaalisesti (IT) annoksella 106 PFU per kohta. Eldimid seurattiin kahdesti
péivéssd kliinisten oireiden varalta. Nenénpesuja suoritettiin péivittdin 12 pdivéin ajan
inokuloinnin jilkeen. Pdivind 2, 4, 6 ja 8§ otettiin bronkoalveolaariset huuhtelundytteet
(bronchoalveolar lavage, BAL) ja pdivini 10 ja 12 henkitorven huuhtelunéytteet (tracheal
lavage, TL). Viruksen erittymistd hengitysteissd arvioitiin suorittamalla nendhuuhteluita,
BAL ja TL. Virustitterit nendhuuhtelusta, BAL-nesteessd ja TL-aspiraateissa saadut
virustiitterit maéritettiin Vero-solujen plakkimaéritykselld 32 °C:een ldmpétilassa.

RSV ANS2/A1313/11314L havaittiin yhden eldimen nenéhuuhteleessa pdivind 28 ja
toisen eldimen péivind 4-8, tiittereiden huippuarvojen ollessa 2,3 logl0 PFU/ml
ensimmadisessé ja 2,0 log10 PFU/ml toisessa eldimessé. Virus havaittiin eldimen 1
yhdistetyissd BAL/TL-néytteissd pdivind 2, 4 ja 6 ja huippuarvoksi mitattiin 2,9 log10
pfu/ml ja eldimen 2 néytteissd pdivind 2, 4, 6 ja 8, jolloin huippu oli 3,3 log10 pfu/ml.
Vaikka villityypin RSV:ti ei sisdllytetty vertailtavaksi tutkimukseen, muut tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd kokeellisesti villityypin RSV-annoksella ~4 log10 PFU infektoidut
eldimet erittivdt suuria virusmaérid, ts. 5 ja 6 logl0 PFU/ml nenénielunéytteestd ja
henkitorven huuhteleesta, vastaavasti (30) (31). Tulokset osoittavat, ettd
ANS2/A1313/11314L on erittdin heikentynyt ja replikoituu matalilla tasoilla vain 5-7
pdivin ajan apinamallissa.

Eettiselta kannalta huomioon otettavien seikkojen vuoksi Institute of Medicine on
suositellut, ettd simpanssien kdytté RSV-tutkimuksiin keskeytetdédn. Jaavanmakaki on
vakiintunut toksikologian (32) ja RSV-immunogeenisuusmalli (34). Sen vuoksi RSV
ANS2/A1313/11314L:n heikentymistd arvioitiin edelleen jaavanmakakeilla SP n
toimesta.

Yhteensd 24 eldintd (noin 50 %:n uros-naaras-jakauma), joilla ei ole ilmeisid
terveysongelmiin viittaavia poikkeavuuksia, olivat testissd seronegatiivisia sitovien RSV-
fuusioproteiinin vasta-aineiden suhteen, ja joilla ei ollut lahtdtilanteessa RSV -
neutraloivia tiitterejd (komplementista riippuvainen PRNT), valittiin mukaan
tutkimukseen. Eldimet immunisoitiin intranasaalisesti ANS2/A1313/11314L-annoksella
1X106PFU. Haittatapahtumia ei kirjattu. Rokotevirus havaittiin qRT-PCR:114 nenésté
otettavista vanupuikkondytteisti ja henkitorven huuhtelunéytteissd huomattavasti
alemmilla tasoilla, miké osoittaa, ettd RSV ANS2/A1313/11314L n replikoituminen oli
heikentynyt enemmaén alahengitysteisséd kuin yldhengitysteissd. Viruksia ei havaittu
plakkititrauksella NS- tai TL-ndytteissd missdén eldimessd mindén ajankohtana.



RSV ANS2/A1313/11314L:n yleinen toksisuus, paikallinen toleranssi (yldhengitysteiden
historiapatologinen arviointi) ja sisdelimiin kohdistuva affiniteetti arvioitiin
intranasaalisen annostelun MAD130-laitteella jilkeen keskeisessd GLP-yhteensopivassa
toistuvan annoksen toksisuustutkimuksessa.

Niin ollen kahdessa ryhméssé annettiin jaavanmakakeille (Cynomolgus) kolme kertaa
(pdivind 1, 22 ja 43) intranasaalisesti MAD130-laitetta kdyttden joko RSV
ANS2/A1313/11314L -rokote, joka sisélsi 6,9 log1 0 PFU/annos tai suolaliuoskontrolli
annoksella 0,1 ml/sierain (kokonaismaéra 0,2 ml). Toksikologinen arviointi sisélsi
seuraavat luennat: yleiset kliiniset merkit, paikalliset reaktiot nendkanavassa, kliininen
patologia ja hengitysteiden (mukaan lukien nend ja nendkuorikot), imusolmukkeiden ja
muiden térkeiden elinten histopatologinen tutkimus. Tutkimuksessa pyrittiin myds
osoittamaan hengitysteihin kohdistuva affiniteetti virus-RNA:n havaitsemisella
nendndytteistd annon jélkeen sekd virus-RNA n havaitsemisella seerumindytteist.

Kuolleisuutta tai sairastavuuteen viittaavia kliinisid merkkejé ei ilmennyt, antopaikassa ei
esiintynyt paikallisia reaktioita, my9skdin harmillisia hengitystieoireita tai
odottamattomia silméén liittyvid havaintoja ei tehty missdén hoitoryhméssa (eikd
kontrolliryhmissé) koko tutkimusjakson aikana. Tutkimuksessa hoidettujen eldinten
joukossa ei havaittu hoitoon liittyvid muutoksia painossa, perdsuolesta mitatussa
ldimmdssi, hematologiassa, hyytymisessd, seerumin kemiallisissa parametreissa, mukaan
lukien CRP:ssi. Elinten painoissa ei havaittu muutoksia eiké rokotteeseen liittyvid
makroskooppisia tai mikroskooppisia haitallisia muutoksia havaittu tutkituissa elimissa,
mukaan lukien hengitystiet. Lymfaattinen hyperplasia alueellisissa imusolmukkeissa ja
lisdéntynyt solukkuus pernassa olivat yhdenmukaisia 16ydoksid odotetun, rokotteen
antamista seuranneen immuunijérjestelmén systeemisen stimulaation kanssa.

Viremiaa pidetdén sisdelimiin kohdistuvan affiniteetin biomarkkerina, ja koska
intranasaalisesti annetun RSV-rokotteen jilkeen useina ajankohtina kerdtyistd
seerumindytteisté ei [0ytynyt RSV RNA:aa havaittavilla tasoilla, varmistui systeemisen
jakautumisen puuttumisen. Liséksi rokotteen turvallisuusprofiilin vahvistaa se, ettei
rokotteen annon jalkeisissd kliinis-patologisissa turvallisuusmarkkereissa ollut
poikkeamia eikd viremiaa ja ettei systeemisistd elimisté 10ytynyt rokotteeseen liittyvid
muutoksia. Nendndytteiden RSV-RNA:n méérén todettiin qRT-PCR-maéiritykselld
olevan kvantifiointitason ylépuolelle vain 2 péivai kunkin intranasaalisen annon jélkeen,
miké osoitti RSV:n hengitysteihin kohdistuvan affiniteetin, ja mééré laski asteittain
havaitsemisrajan alapuolelle ennen seuraavaa intranasaalista annostelu, mikd varmistaa
rokote-ehdokkaan heikentyneen luonteen.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd kolme jaavanmakakeille intranasaalisesti kolmen
viikon vélein MAD130-laitteella annettua RSV-rokotetta annostasolla 6,9 logio
PFU/annos, joka kattoi aiotun suurimman kliinisen annoksen (6,2 logio PFU/annos) oli
hyvin siedettyja eivitka ne aiheuttaneet paikallisia tai systeemisid haitallisia muutoksia.

Kapasiteetti kolonisaatiota varten

24 kuukauden ikddn mennessa lahes kaikki lapset ovat saaneet RSV-tartunnan ja saavat
toistuvia tartuntoja eldmén aikana. RSV ANS2/A1313/11314L on lampétilaherkka,
heikennetty rokote-ehdokas, joka NIH:n testaamana RSV-seropositiivisilla tutkittavilla ei
aiheuttanut sairautta eikd erittyvad virusta. Vaikka RSV-seronegatiiviset osallistujat
erittivét pienid madria RSV ANS2/A1313/11314L:44, kukaan heisti ei sairastunut



alahengitysteiden (LRT) sairauksiin, mika viittaa siihen, ettd RSV ANS2/A1313/11314L
ei pysty replikoitumaan yldhengitysteiden (URT) ulkopuolella, ja se puhdistuu nopeasti
isdnndsti.

20 Jos organismi on patogeeninen immunokompetenteille ihmisille, seuraavat tiedot
GMM:std on ilmoitettava:
a) aiheutuvat sairaudet ja patogeenisuuden mekanismi mukaan lukien invasiivisuus ja
virulenssi

NIH n vaiheen I kliinisessd tutkimuksessa nenén vuotamista esiintyi useammin RSV-
seronegatiivisilla rokotetuilla kuin lumeldakettd saaneilla, mutta ndma erot eivét olleet
tilastollisesti merkitsevid. Muita muuntogeenisestd organismista johtuvia tauteja ei havaittu.

b) tarttuvuus
Rokotetut erittavat RSV ANS2/A1313/11314L:44 alhaisilla tasoilla verrattuna villityypin
virukseen, joten tartunta on epatodennékoistd

c) infektoiva annos
NIH on kédyttinyt kahta annostasoa, eli 10° ja 10° PFU, 6-18 kuukauden ikdisille pienille
lapsille.

d) iséntékirjo ja sen muuttumisen mahdollisuus
Isantdpiiri rajoittuu thmisiin ja simpansseihin, ks. Kohdat I1.9.

e) elossa sdilyminen ihmisisdnnén ulkopuolella

RSV on hauras, lipidivaippainen virus, joka on herkka kuivumiselle ja jolla on sytoplasman
sisdinen replikaatiosykli. Se ei replikoidu isénndn ulkopuolelle, ja sen infektiopotentiaali
pienenee nopeasti ulkoisessa ymparistossa (ks. Kohta I1.9).

f) vektoreiden ldsndolo ja levidmiskeinot

RSV:n levittdytymiseen ei kuulu vektoria. RSV voi levitd, kun tartunnan saanut henkilo
ysKkii tai aivastelee vapauttaen kontaminoituneita pisaroita ilmaan (ks. Kohta I1.9).).

g) biologinen pysyvyys

GMO n stabiilisuus geneettisten piirteiden osalta kuvataan kohdassa I1.14. RSV n GMP-
erdt, jotka sekvensoitiin viiden pre-Master-kannan pasasoinnin jélkeen, eivit osoittaneet
mutaatioita eivitkd heikennetyn fenotyypin vaarantumisia.

GMO n geneettinen stabiilisuus arvioitiin my®ds in vivo -tutkimuksilla kohdassa 11.14
kuvatulla tavalla, ja heikentidvien mutaatioiden todettiin olevan geneettisesti stabiileja.

In vitro- ja in vivo -tutkimusten tulosten mukaan RSV ANS2/A1313/I11314L voidaan katsoa
biologisesti stabiiliksi.

h) antibioottiresistenssin kuvaus



GMO ei sisdlléd antibioottiresistenssigeeneja.

i) allergeenisuus

Vaikka allergisen reaktion riski on mahdollinen, kuten minké tahansa rokotteen yhteydessé,
riskin katsotaan olevan pieni prekliinisten tutkimusten perusteella, ks. Kohta I1.19.

j) asianmukaisten hoitokeinojen olemassaolo

Ei sovellu

III KOEJARJESTELYJA KOSKEVAT TIEDOT

HUOM! Osiossa Il on tarpeen antaa pyydetyistd tiedoista vain ne, jotka ovat oleellisia kyseessd
olevassa tapauksessa. Tietojen yksityiskohtaisuus riippuu ehdotetun kenttikokeen luonteesta ja
laajuudesta.

1 Suunnitellun kenttdkokeen kuvaus mukaan lukien levittdmistarkoitus ja markkinoille
saatettavaksi tarkoitetut tuotteet:
Vapautuksen tarkoitus on ihmisilld tehtévét kliiniset tutkimukset, joissa tutkitaan RSV
ANS2/A1313/11314L:n turvallisuutta, infektiivisyyttd, immunogeenisuutta ja tehoa
vauvoilla ja pikkulapsilla RSV-serotilasta riippumatta. RSV ANS2/A1313/11314L -
rokote on tarkoitettu kiytettdviksi ennaltachkéisevéna rokotteena RS-viruksen
aiheuttamaa hengitystiesairautta vastaan. Kliinisié tutkimuksia vauvoilla ja pikkulapsilla
edellytetddn tukemaan kliinistd kehitystd kohti profylaktista rokotetta, jolla suojellaan
vauvoja ja pikkulapsia RS-viruksen aiheuttamalta hengitystiesairaudelta. RSV n
vastaisen rokotuksen tulisi vdhentdd akuuttien alahengitystieinfektioiden, vakavien RSV-
tapausten ja ndistd johtuvien ladkéarissd kdyntien, sairaalahoitojen ja kuolemien maéraa.

2 Kenttdkokeen suunniteltu aloittamis- ja lopettamispdivé ja kokeen aikataulu mukaan
lukien kokeen taajuus ja kesto:
Tamaén hakemuksen kirjoitushetkelld RSV-rokotetta on annettu Yhdysvalloissa ja
Chilessé suoritetuissa kliinisisséd tutkimuksissa tutkittaville, 6—18 kuukauden ikéisille
vauvoille ja pikkulapsille, riippumatta aiemmasta altistuksesta RSV:1le. RSV
ANS2/A1313/11314L -rokotetta annettiin 6—18 kuukauden ikéisille vauvoille ja
pikkulapsille riippumatta aiemmasta altistuksesta villityypin RSV:lle Hondurasissa,
Kanadassa ja Eteld-Afrikassa vuonna 2022.

RSV ANS2/A1313/11314L -rokotteen antoaikataulu koostuu yhdesti tai kahdesta
intranasaalisesta sumukeannostuksesta sierainta kohti, ja jos kaksi annosta annostelu
tapahtuu 56 pdivén vélein. RSV ANS2/A1313/11314L -viruksen huippueritys arvioidaan
seitsemin pdivén kuluttua kunkin annostelun jilkeen otetusta nenéndytteesta.

Tutkimukseen kirjaamisen odotetaan alkavan EU:ssa toukokuussa 2024 ja se péittyy
marraskuuhun 2024 mennessa.



Koealueen koko ja ennen koetta tehtévé levittdmisalueen valmistelu; muut
levittaimisalueeseen kohdistuvat toimenpiteet:

Tutkimuspaikan valmistelu ennen vapautusta

Nykyisissé kliinisissd tutkimuksissa oletetaan, ettd tuotteen tai ndytteen sdilyttdmiselle on
varattu pakastin tutkimuspaikassa, jos mahdollista, ja se tulee tunnistaa vain téta
tarkoitusta varten. Jos tdmé ei ole mahdollista, ndytteiden ja tuotteen asianmukainen
erillddn pitdminen on sdilytettdva. Lukollinen pakastin, oveen asennettavalla salvalla
varustettu pakastin tai pakastin, joka on suojatussa huoneessa, jotta voidaan
o chkdistd luvaton pédsy ladkeaineita siséltdviin pakastimiin; padsy on rajoitettava
tutkimuspaikan henkilokuntaan
e varmistaa, ettd ovi sulkeutuu kunnolla joka kerta, eiké se jéd raolleen vahingossa.
e Jos pakastimen lukitseminen on mahdotonta, tulee kdyttdd rokotteet suojaavaa
lukittavaa laatikkoa pakastimen sisalld.

Sanofi Pasteurin kliinisen logistiikan on hyvéksyttivi tuotteiden ja preparaattien siirto
samassa toimipaikassa sijaitsevien eri sijaintipaikkojen valilla.

Tuotteen siirtoa eri tutkimuspaikkojen valilld (mukaan lukien satelliittitutkimuspaikat) ei
suositella, ja se edellyttdd Sanofi Pasteurin kliinisen logistiikan ja
laadunvarmistusosastojen hyvéksyntaa.

Kun pakastetut preparaatit lihetetdén toiseen paikkaan varastointia, késittelya tai
testausta varten, ne on pakattava tutkimuskeskuksen nimeémén koulutetun henkilon
toimesta. Seerumildhetys ldhetetdén yleensd “luokan B” tai "Muut kuin ihmisnéytteet” -
IATA-ohjeistuksen mukaisesti (33).

Kullakin kliiniselld tutkimuspaikalla koulutetaan pétevd henkildstd antamaan tuotteen
kohdassa II1.4 kuvatulla tavalla. Muuntogeenistd organismia jakeleva tai annosteleva
henkil6sto koulutetaan hyvéén kliiniseen kdytintdon, ja sen odotetaan noudattavan
toimintakésikirjaa, soveltuvia paikallisia GMO-méériyksid ja WHO:n yleisid varotoimia.
Kliinisten tutkimusten tutkimuspaikkojen henkilokunnan odotetaan olevan aikuisia ja
noudattavan toimintaohjekésikirjassa madritettyja kayttdméttomaén tuotteen palauttamis-
tai tuhoamisohjeita. Jos rokotteen tai tutkimusintervention sisiltdva injektiopullo on
rikkoutunut tai se vuotaa, tutkimushenkilokunnan odotetaan noudattavan
toimenpidekésikirjassa médritettyjd puhdistusmenetelmid.

Levittdimismenetelmdt ja kenttikokeessa kaytettdvien GMM:ien médrit:

Vapautuksessa kiytettivit menetelmdt

Rokote on tarkoitettu valmisteltavaksi ja annosteltavaksi kliinisissd tutkimuksissa
koulutettujen ja patevien sokkouttamattomien kolmannen osapuolen tutkijoiden toimesta.
Rokotetta sdilytetdén tutkimuspaikoilla niille varatuissa -70 °C n pakastimissa huoneissa,
joihin pédsy on rajoitettu. Rokotteen siséltava jaadytetty injektiopullo on sulatettava
huoneenldmmdssé vahintddn 10 minuutin ajan ennen annostelun valmistelua. Kutakin
rokotteen/lumelddkkeen antamista varten toimitetaan kertakayttdinen MAD Nasal™ 130
-laite yksil6llisesti suljetussa ldpindkyvéssd muovipussissa.

Yksilollisesti suljettu pussi sisdltdd (i) 1 ml n vakiomallisen luer-lock-ruiskun, johon on
kiinnitetty sininen muovikanyyli, joka on suojattu lapinakyvalld muovisuojuksella, (ii)



yksiosaisen MAD Nasal™ -laitteen (sumutin) valkoisella vaahtomuovikartiolla.
Intranasaalilaitteen kdyttdohjeet ovat seuraavat:

Vaihe 1: Poista kirkas suojakorkki sinisesté injektiopullon lépdisykanyylista.

Vaihe 2: Kaintele sulatetun rokotteen/lumelddkkeen sisdltdvdd injektiopulloa
ylosalaisin ~ viisi kertaa. Lévistd injektiopullon kumitulppa siniselld
muovikanyylilld. Vedd ehdokasrokoteformulaatiota lavistyskanyylilld upottamalla
kanyyli suoraan alas injektiopullon sisaltoon.

Vaihe 3: Kédnnd injektiopullo ylosalaisin ja ota tarvittava annosmdérd. Poista
kuplat ja aspiroi ruiskulla.

Vaihe 4: Irrota (kierrd irti) injektiopullon lévistyskanyyli ruiskusta. Haviti kanyyli
terdvien esineiden kerdysastiaan tai tutkimussuunnitelman ohjeiden mukaisesti.
Liitd MAD Nasal™ -laite ruiskuun luer lock -liittimen valityksella.

Vaihe 5: Esitdytd MAD Nasal™ -laite painamalla méntdd varovasti ja tayttamalla
hitaasti MAD Nasal™ -laitteen tyhja tila. Lopeta esitdyttd, kun nestetaso on
saavuttanut ruiskun tavoiteasteikkomerkin.

Vaihe 6: Pidd pédtd vakaana ja noin 45 asteen kulmassa vapaalla kéddelld. Aseta
MAD Nasal™ -laitteen kirki juuri sieraimen sisdén vaahtomuovikartioon asti.
Suihkuta rokote tutkittavan sieraimiin yhdelld liikkeelli. Paina méantdd
mahdollisimman nopeasti.

Rokotteen antamisen jilkeiset ohjeet MAD Nasal™ 130 -laitteen hévittdmiseen ovat

seuraavat:

MAD NasalTM 130 -laite on tarkoitettu kertakéyttoon. Al kiyts laitejérjestelmai
uudelleen.

Havitd valmisteltu laite, jos sitd ei kiytetd 6 tunnin kuluessa valmistelusta.

Valmisteltua preparaattia ei saa pakastaa uudelleen tai kdyttdd uudelleen.

Kaikki kéytetyt ruiskut ja neulat tuhotaan tutkimuspaikalla, erityisissa séilidissd, kunkin
rokotuksen lopussa.

Tutkimusassistentti (Clinical Research Associate, CRA) valvoo osittain kdytettyjé ja

tyhjid pakkauksia. Pakkaukset selvine tunnisteineen siilytetddn tutkimuspaikalla
turvallisessa paikassa, ja CRA hivittdd ne tutkimuspaikalla valvonnan pédtyttyd kunkin
kohortin lopussa. Havitys dokumentoidaan tutkimuspaikalla.

Jos hévitys tutkimuspaikalla ei ole mahdollista, injektiopullot palautetaan hivitettaviksi
toimeksiantajalle tai tarvittaessa kolmannen osapuolen palveluntarjoajalle
huoneenlédmpétilassa yhdessd CRA n toimittaman soveltuvan lomakkeen kanssa.

Ennen kéyttaméattomien ja kdyttokelvottomien tuotteiden (vanhentuneet, kylméketjun
katkeaminen) palauttamista vastuuhenkildt tekevit inventaarion kaikista
tutkimusrokotteista ja CRA valvoo tuotevastuullisuutta tutkimusvalmisteen jakelu- ja
tasmaytyslomakkeella.

Vapautettavien GMO:iden mdidrit

Nykyisessa kliinisessd tutkimuksessa (VADO00001) pikkuvauvoille ja pikkulapsille
annetaan yksi tai kaksi 0,2 ml:n annosta, joiden PFU on 5,0 logio tai 6,0 logio (annos



valitaan vaiheen 1/2 jédlkeen). Maérit, jotka padsevat ympéristoon tutkittavista, ovat
hyvin pienid, koska heikennetyn viruksen infektiivisyys on alhainen.

Toimenpiteet tyontekijéiden suojelemiseksi kokeen aikana:
Rokotteen hallintaan, antamiseen ja hivittimiseen osallistuva patevd henkilo noudattaa

Sanofi Pasteurin toimintaohjeita ja soveltuvia paikallisia muuntogeenisid organismeja
koskevia madrdyksid sekd WHO:n yleisid varotoimia/soveltuvia paikallisia ohjeita.

Koealueen kasittely tarkoituksellisen levittdmisen jalkeen:
Katso kohta I11.4.

Menetelmdit, joilla on tarkoitus tuhota tai inaktivoida GMM:t kenttikokeen paittyessa:
Katso kohta I11.4.

Tiedot ja tulokset erityisesti eri mittakaavassa ja erilaisissa ekosysteemeissd tehdyistd
saman GMM n aiemmista kenttdkokeista:

Tdhan mennessd yhteensd noin 114 6-59 kuukauden ikéista tutkittavaa (10 RSV-
seropositiivista 12-59 kuukauden ikdista tutkittavaa, 35 RSV-seronegatiivista 624
kuukauden ikdista tutkittavaa, 43 RSV-seronegatiivista ja RSV-seropositiivista 6—18
kuukauden ikdistd tutkittavaa), on saanut véhintdén yhden RSV ANS2/A1313/11314L -
rokotteen, miné tahansa formulaationa, jo paéttyneissé tai meneilldéin olevassa vaiheen I—-
III kliinisissé tutkimuksissa. Néistéd tutkimushenkiloistd 104 tutkittavaa oli kdyttoaiheessa
esitetyn ikdisid (624 kuukauden ikaisid).

Luettelo kaikista padttyneistd ja meneilldédn olevista tutkimuksista on esitetty alla
olevassa taulukossa 4.



Taulukko 2: Yhteenveto kliinisistd tutkimuksista

ANS2/A1313/11314L tai
RSV 276, tai lumelddkkeen
nenétippoina annetun
yksittdisannoksen
infektiivisyys, turvallisuus ja
immunogeenisuus

tutkimus

annettiin nendtippoina
(0,5 ml); noin 0,25
ml/sierain

suunniteltu n = 80

Tutkimusnumero Paitavoitteet Tutkimusasetelma Tuote,‘alfnostus Ia Tutkittavien miari Tutk‘lmukseen Tutkimuksen tila
antoreitti osallistuvat maat
NCTO01893554 Elavaa heikennettya Vaiheen 1 satunnaistettu, | RSV RSV-seropositiiviset 12— Yhdysvallat Suoritettu loppuun
rekombinantti-RSV:td kaksoissokkoutettu, ANS2/A1313/11314L, 59 kuukauden ikéiset
sisiltdvin rokotteen, lumeliikekontrolloitu joko 10° tai 10° PFU, ja | lapset, 10° PFU vs.
ANS2/A1313/11314L, tai tutkimus lumeldédke annettiin lumeldédke, n = 15.
lumeladkkeen nenétippoina (0,5 ml); RSV-seronegatiiviset 6— Yhdysvallat Suoritettu loppuun
yksittdisannoksen noin 0,25 ml/sierain 24 kuukauden ikaiset
turvallisuus ja siedettivyys lapset, 10° PFU vs.
lumelddke, n = 22.
RSV-seronegatiiviset 6— Yhdysvallat Suoritettu loppuun
24 kuukauden ikiiset
lapset, 10° PFU vs.
lumeldédke, n = 30.
4-6 kuukauden ikdiset Yhdysvallat Rekrytointi kdynnissi
vauvat, n = 38*
NCT03227029 Eldvai heikennettyd Vaiheen | satunnaistettu, | RSV ANS2/A1313/11314L| RSV-seronegatiiviset 6— Yhdysvallat Suoritettu loppuun
rekombinantti-RSV:td kaksoissokkoutettu, 10° PFU, RSV 276 24 kuukauden ikdiset
sisaltavien rokotteiden lumeléddkekontrolloitu 10° PFU, ja lumeldike lapset, suunniteltu
ANS2/A1313/11314L tai tutkimus annettiin nendtippoina n = 80.
RSV 276, tai lumelddkkeen (0,5 ml); noin 0,25 n = 62 rekrytoitu.
nenétippoina annetun ml/sierain
yksittdisannoksen
infektiivisyys, turvallisuus ja
immunogeenisuus
NCTO03422237 Eldvai heikennettyd Vaiheen | satunnaistettu, | RSV ANS2/A1313/11314L| RSV-seronegatiiviset 6— Yhdysvallat Kumppanitutkimus
rekombinantti-RSV:td kaksoissokkoutettu, 10° PFU, RSV 276 24 kuukauden ikaiset tutkimukseen
siséltdvien rokotteiden lumeléddkekontrolloitu 10° PFU, ja lumeldike lapset, NCT03227029.

Aktiivinen, ei rekrytoi




Koealueen/-alueiden koko, maantieteellinen sijainti ja koordinaatit:

Koska rokote on tarkoitettu annettavaksi pisaroina intranasaalisella laitteella, seuraavat

vastaanottavat ymparistt ovat mahdollisia:

1. Ensisijaisena vastaanottavana ympéristoni toimisi tutkimukseen
osallistuvan nend, nendkuorikot ja nenénielu, jonne anto tapahtuu pisaroina
nendasumuttimen (MAD 130) kautta.

2. Toissijainen vastaanottava ympéristo olisi huone ja kliininen
tutkimuspaikka, jossa GMO annostellaan, annetaan ja hévitetddn jatteena.
Kaikki tutkimuksessa mukana olevat kliiniset tutkimuspaikat varustettaisiin
tartuntavaarallisten aineiden késittelyd varten, ja toimenpiteet suoritettaisiin
noudattaen yleisié vakiovarotoimenpiteitd ja kaikkia soveltuvia paikallisia
méadrdyksid.

3. Padasiallinen reitti, jota kautta GMO voi kulkeutua laajempaan
ymparistoon, on vapautuminen rokotetuista tutkimukseen osallistuvista,
kun he poistuvat kliinisesté tutkimuspaikasta ja palaavat kotiin. Ndin ollen
kolmas vastaanottava ymparisto kattaa tutkimukseen osallistujien kodit ja
paikat, jossa he kédyvit aikana, jolloin GMO replikoituu ja erittyy.

Tutkimuspaikan (-paikkojen) maantieteellinen sijainti ja ruudukkoviite (jos
vapautuspaikka (-paikat) osan C mukaisten ilmoitusten mukaan on tuotteen ennakoitu
kiiyttoalue)

Ei sovellu

Fyysinen tai biologinen liheisyys ihmisiin ja muihin merkittiviin elioihin

Ihmiset ja simpanssi ovat ainoat lajit, jotka ovat luontaisesti RSV - tartunnan kohteita.
Vaikka rokotetut tulevat ldheiseen biologiseen kosketukseen muiden ihmisten kanssa
lahdettyédan tutkimuspaikasta ja palattuaan kotiin, GMO n tarttumisen todennékdisyys
katsotaan merkityksettdémén alhaiseksi.

Ldheisyys merkittiviin biotooppeihin, suojattuihin alueisiin tai juomavesilihteisiin
Ei sovellu

Todenndkdoisesti vaikutuksen kohteena olevan alueen (alueiden) ilmasto-ominaisuudet
Ei sovellu

Maantieteelliset, geologiset ja pedologiset ominaisuudet
Ei sovellu

Floora ja fauna, mukaan lukien viljelykasvit, karjaeldimet ja vaeltavat ja muuttavat
lajit
Ei sovellu

Kuvaus kohde- ja ei-kohde-ekosysteemeistd, joihin GMO todenndkdiisesti vaikuttaa
Ei sovellu

Vastaanottavan organismin luonnollisen elinympiriston vertaus ehdotettuun
vapautuspaikkaan (tai -paikkoihin)
Ei sovellu

Kaikki tiedossa olevat suunnitellut maankdytén muutokset tai muutokset alueella,
Jjotka voivat vaikuttaa vapautuksen ympdristovaikutuksiin
Ei sovellu



10 Ihmisten ja muun merkittdvin eldimiston/kasviston fysikaalinen tai biologinen l14heisyys;
merkittdvien biotooppien, suojelualueiden tai juomavesivarantojen ldheisyys:

Fyysinen tai biologinen liheisyys ihmisiin ja muihin merkittiviin eliéihin
Ihmiset ja simpanssi ovat ainoat lajit, jotka ovat luontaisesti RSV- tartunnan kohteita.
Vaikka rokotetut tulevat ldheiseen biologiseen kosketukseen muiden ihmisten kanssa

lahdettyédan tutkimuspaikasta ja palattuaan kotiin, GMO n tarttumisen todennékdisyys
katsotaan merkityksettomén alhaiseksi (ks. kohdat IV.1 ja IV.2).

Liheisyys merkittiviin biotooppeihin, suojattuihin alueisiin tai juomavesiliihteisiin

Ei sovellu

11 Ilmasto-olosuhteet alueella, johon levittdiminen todennékoisesti vaikuttaa;
maantieteelliset, geologiset ja maaperéin liittyvit ominaisuudet:
Ei sovellu

12 Kasvisto ja eldimistd mukaan lukien viljelykasvit, kotieldimet ja muuttavat lajit;

levityksen kohteena olevien ja sellaisten muiden ekosysteemien kuvaus, joihin kenttikoe
todennékdisesti vaikuttaa:

Ei sovellu

13 Vastaanottajaorganismin luonnollisen elinympariston ja suunniteltujen levittdmisalueiden
vertailu;

Ei sovellu

14 Tiedossa olevat kehittdmis- ja muutossuunnitelmat, jotka koskevat levittimisalueen
maankdyttod ja jotka voivat vaikuttaa tarkoituksellisen levittimisen
ympiristdvaikutuksiin:

Ei sovellu

IV GMM:N JA YMPARISTON VUOROVAIKUTUS

HUOM! Osiossa IV on tarpeen antaa pyydetyistd tiedoista vain ne, jotka ovat oleellisia kyseessd
olevassa tapauksessa. Tietojen yksityiskohtaisuus riippuu ehdotetun kenttikokeen luonteesta ja
laajuudesta.

1 GMM:n elossasdilymiseen, lisddntymiseen ja levidmiseen vaikuttavat biologiset
ominaisuudet; tunnetut tai ennustetut ympéristdolosuhteet, jotka voivat vaikuttaa em.
ominaisuuksiin (tuuli, vesi, maaperd, lampétila ja pH); herkkyys tietyille tekijoille:

Biologiset ominaisuudet, jotka vaikuttavat selviytymiseen, lisddintymiseen ja
leviiimiseen

Selviytyminen:

RSV ANS2/A1313/11314L ei replikoidu isénnédn ulkopuolella, ja se on erittdin hauras (ks.
kohdat I1.9 ja 11.20).



Lisddntyminen ja leviiminen:
RSV ANS2/A1313/11314L oli heikentynyt rokotetussa simpanssissa (18). Yksityiskohdat
on kuvattu kohdassa I1.19.

Lisdksi NIH selvitti yhdessé vaiheen I tutkimuksessa virusten erittymisté (25). Téssd
tutkimuksessa nendhuuhtelundytteet (NW-nédytteet) otettiin kaikilta tutkittavilta
rokotuksen jélkeen, ja RSV ANS2/A1313/11314L -tasot méadritettiin seka
immunoplakkimédritykselld kédyttden kolmen monoklonaalisen RSV F vastaisen
monoklonaalisen vasta-aineen sekoitusta etti QRT-PCR:114. Sairauksien ilmetessd
nendhuuhtelundytteet testattiin muiden virusten ja mykoplasman varalta RT-PCR:n
avulla.

RSV-seropositiivisilla tutkittavilla havaittiin yldhengitystiesairaus (URI) kahdella ja
yskéd havaittiin yhdelld 10 rokotetusta immunisaatiota seuraavien 28 péivin mittaisen
raportointijakson aikana; jokaisessa tapauksessa havaittiin rinovirus NW-néytteissa
sairauden hetkelld. Kukaan néisté rokotetuista ei erittainyt RSV ANS2/A1313/11314L:44.

RSV-seronegatiivisilla tutkittavilla URI, yské ja kuumesairaudet ilmenivét samalla
taajuudella seki rokotetuissa ettd lumekontrolleissa (nuhaa esiintyi useammin
rokotetuissa kuin lumelddkettd saaneilla, mutta ero ei ollut tilastollisesti merkitsev).
Muita viruksia havaittiin 10:114 22:sta ja 7:114 12 oireellisesta RSV-seronegatiivisesta
rokotetusta ja lumelddkkeen saaneesta, mukaan lukien rinovirus, enterovirus, adenovirus,
koronavirus, bokavirus ja tyypin 3 parainfluenssavirus. NW-néytteet, jotka otettiin
kolmen péivén kuluessa sairauden alkamisesta 22 oireelliselta rokotetulta, paljastivat
rokoteviruksen vain 5 lapsella.

Rokotevirus havaittiin 10° PFU n immunisaation jilkeen 16:1la 20 rokotetusta viljelylld
ja 18:1la 20:std RT-qPCR:114. Useimpien rokotettujen kohdalla rokotteen erittymishuippu
oli havaittavissa viljelmélld ja RT-qPCR-menetelmalld pédivind 5 ja 10. Pdivand 12
rokotevirusta ei endd havaittu NW-ndytteessd yhdelldkaén tutkittavalla virusviljelmalla.
Rokoteviruksen replikoituminen oli hyvin rajoittunut (keskiméaérdinen huipputitteri
viljelemélld oli 10'8 PFU; keskiméaéréinen huippukopionumero RT-qPCR:1l4 oli 103
infektoitujen joukossa). Immunisaation jélkeen ei havaittu alahengitystiesairautta (LRI),
eikd mitdén vakavia haittatapahtumia raportoitu yhdenkéén tutkittavan kohdalla.

Tunnetut tai ennakoidut ympéristoolosuhteet, jotka voivat vaikuttaa
selviytymiseen, lisdfintymiseen ja leviimiseen (tuuli, vesi, maaperi, limpétila, pH
jne.)

RSV ANS2/A1313/11314L ei replikoidu ympéristdssd. Se replikoituu vain rokotetussa
isdnnéssi ja viruksen erittyminen rokotetusta isdnnéstd ymparistoon on véhéistd. Mitkdin
ympdéristdolosuhteet eivit siten voi merkittivésti tehostaa niiden lisdéntymisti ja
levidmista.

HerkKyys tietyille aineille

RSV ANS2/A1313/11314L:114 on sama rakenne ja fyysiset ominaisuudet kuin emo-
RSV:114, joka on hauras, lipidivaippainen virus, joka on herkka kuivumiselle ja jonka
replikaatiosykli tapahtuu sytoplasmassa. Kuten kaikki vaipalliset virukset, RSV on
herkka pesuaineille ja livottimille. Kuten kaikki virukset, RSV ei replikoidu eika
selviydy isdntésolun ulkopuolella, ja se on herkkad kuumuudelle ja ultraviolettiséteilylle.
RSV ANS2/A1313/11314L, kuten emo-RSV, on altis yleisille desinfiointiaineille, kuten



70-prosenttiselle etanolille, erilaisille pesuaineille, kuten 0,1-prosenttiselle
natriumdeoksikolaatille, natriumdodekyylisulfaatille ja Triton X-100:1le, sekd 1-
prosenttiselle natriumhypokloriitille, formaldehydille (5 % formaliinia), 2-prosenttiselle
glutaraldehydille, 1-prosenttiselle jodille, ja kuumuus inaktivoi sen (34).

GMM:n oletettu elinympéristd; GMM n kdyttdytymistd, ominaisuuksia ja ekologisia
vaikutuksia koskevat tutkimukset, jotka on tehty simuloiduissa luonnonolosuhteissa
kuten mikrokosmoksissa, kasvihuoneissa:

GMO:iden ennakoitu elinympiiristo

RSV ANS2/A1313/11314L n erittdmin RSV-viruksen méara nenderitteissi on vahdinen
ja ohimenevéa (yleensd < 12 pdivad). Rokotettujen ihmisiséntien liséksi ei ole muita
vektoreita, joita RSV ANS2/A1313/11314L voisi kéyttdd levidmiseen. Se ei jda pysyvasti
ihmiseen, joten rokotteelle ei ole ennakoitua elinymparistoa.

Tutkimukset GMO:iden kiyttiytymisesti ja ominaisuuksista sekd niiden ekologisesta
vaikutuksesta simuloiduissa luonnonympidristéissd, kuten mikrokosmeissa,
kasvuhuoneissa, kasvihuoneissa

Ei sovellu Biologisten ominaisuuksiensa vuoksi RSV ANS2/A1313/11314L esiintyy
pienind méarind ja ohimenevé luonnonympéristdssé. Siksi rokotteen kéyttdytymisen ja
ominaisuuksien tutkimiseen ei voida kéyttdd stimuloitua luonnonymparistoa.

Kenttdkokeen jilkeen tapahtuva perintdaineksen siirtyminen GMM:sta kyseisten
ekosysteemien organismeihin ja ympériston luontaisten organismien perintdaineksen
siirtyminen GMM:iin:

GMO:n geneettisen aineiston siirtyminen organismeihin ekosysteemeissd, joissa se
esiintyy

Luonnollisessa ympdristossd villityypin RSV levidé ihmisestd toiseen infektoituneiden
pisaroiden kautta. Ihmiset ja simpanssi ovat ainoa organismi, joihin rokotetuista
vapautunut geneettinen materiaali voisi siirtyé.

RSV ANS2/A1313/11314L -virus vapautetaan ihmisiin rokottamisen yhteydessd RSV:téd
vastaan.

Seikkoja, joiden on tdytyttdvé, jotta rokotteessa kéytettdvdn organismin geneettinen
materiaali voisi, osittain tai kokonaan, sulautua ihmisisénnin genomiin:

o GMO-geenimateriaalin on oltava samassa osassa solua kuin misséd ihmisen tai
eldimen geneettinen materiaali on, eli tumassa. Geneettisen materiaalin siirto
edellyttdd vuorovaikutusta genomien valilla.

e Paikalla oleva kdanteiskopioijaentsyymi, joka transkriboi (muuntaa) kimeerisen
RNA-genomin DNA:ksi ennen sen ujuttamista isintdgenomiin.

Mutta koska GMO on ortopneumovirus ja,

o kuten kaikki ortopneumovirukset, RSV ANS2/A1313/11314L -viruksen
replikointisyklit tapahtuvat isdntésolujen sytoplasmassa, ei tumassa. Néin ollen ei
ole mahdollista, ettéd syntyisi yhteisvaikutusta ihmisen genomin kanssa.

e RSV RNA -genomi ei koodaa kédnteiskopioijaentsyymid.



Tadmén vuoksi on mahdotonta, ettd rokotteessa kiytettdvan organismin geneettinen
materiaali voisi, osittain tai kokonaan, sulautua ihmisisdnnassid minkéan solun
sisdltimddn genomiin.

Vapautuksen jilkeinen geneettisen materiaalin siirtyminen luonnollisista
organismeista GMO:ihin

Organismit, joihin geneettistd materiaalia voisi siirtyd homologisen rekombinaation
kautta luonnollisissa olosuhteissa, ovat samaan sukuun kuuluvat virukset eli
ortopneumovirukset. Rokotetut ihmisisénnét saattavat saada jonkin muun RSV-kannan
aiheuttaman tartunnan RSV ANS2/A1313/11314L -rokotteen inokulaation aikoihin.
Kuten kohdassa IV.3 kuitenkin todetaan, RSV:n homologinen rekombinaatio on hyvin
harvinainen tapahtuma my®os optimoiduissa kokeellisissa olosuhteissa. Néin ollen, ja
koska esiintyminen luonnossa on hyvin véhéistd tai olematonta, geneettisen materiaalin
siirtymisriski villityypin RSV:n ja muuntogeenisen organismin vélilld on
merkityksettomén alhainen.

Todennidkdisyys, ettd valikoituminen johtaa kenttikokeen jdlkeen
ennakoimattomien/epatoivottujen ominaisuuksien ilmentymiseen GMM:ssa:

Apinoilla ja ihmisilld saatujen turvallisuustulosten (ks. Kohta I1.19) mukaan vapautuksen
jélkeisen luonnonvalinnan riski, joka johtaisi odottamattomien ja/tai ei-toivottujen
ominaisuuksien ilmentymiseen modifioiduissa organismeissa, pidetddn merkityksettomén
alhaisena. Téllainen tapahtuma saattaisi kuitenkin saada alkunsa mutaatioina tai
geneettisen materiaalin siirtymisend, miki voisi vahvistaa RSV ANS2/A1313/11314L n
patogeenisuutta.

RSV ANS2/A1313/11314L n geneettinen stabiilius on jo arvioitu in vivo rokotetuissa,
mikd on varmistanut NS2:n ja kodonin 1313 deleetiomutaation sekd kodonin 11314L
mutaation (ks. Kohta I1.14).

Lisdksi in vitro -tutkimukset vahvistivat rokotevirusten geneettisen stabiilisuuden;
tutkimuksissa 16ytyi viiden pasoinnin jélkeen vain yksittdisen nukleotidin muutos
koodaamattomalla alueella (ks. kohtall.14).

Geneettisen materiaalin siirtymisen ja materiaalinvaihdon mahdollinen riski villityypin
RSV n ja GMO n vililld homologisen rekombinaation kautta on merkityksettoméan
alhainen, kuten kohdassa IV.3 keskusteltu..

Koska mutaatio- ja rekombinaatiotapahtumien riskié, jotka voisivat vahvistaa RSV
ANS2/A1313/11314L:n patogeenisuutta, pidetddn merkityksettomén alhaisena, pidetiddn
myos todenndkoisyyttd, joka johtaisi vapautuksen jilkeiseen odottamattomien ja/tai ei-
toivottujen ominaisuuksien ilmentymiseen muunnellussa organismissa,
merkityksettomén alhaisena.

Toimenpiteet geneettisen pysyvyyden varmistamiseksi ja todentamiseksi selkd
pysyvyyden todentamismenetelmét:

Kaksi mekanismia, jotka voivat vaikuttaa geneettiseen stabiilisuuteen: homologinen
rekombinaatio ja mutaatiomuutosten kertyminen valintapaineen vuoksi.



Geenimateriaalin siirtymisriskin rekombinaatiolla on kuvattu olevan merkityksettomén
alhainen kohdassa IV.3.

Toinen mekanismi, joka voi vaikuttaa geneettiseen stabiilisuuteen, on RNA-
virusgenomien virhealtis replikoituminen. Mutaationopeudet vaihtelevat RNA-virusten
vilillg, vaihteluvélin ollessa 10-¢ — 10~* per nukleotidikohta per soluinfektio, riippuen
RNA-viruksesta ja kdytetyistd menetelmistd (10).

Vero-soluilla tehtiin in vitro -tutkimuksia RSV ANS2/A1313/I11314L n geneettisen
stabiilisuuden arvioimiseksi. Néissé tutkimuksissa, jotka on kuvattu kohdassa I1.14, ja
kayttamallad korkeatehoista sekvensointia virusmutanttien mahdollisten alapopulaatioiden
havaitsemiseksi 5 % n kynnysarvolla, vahvistavat GMO n geneettisen stabiilisuuden.

Muuntogeenisen organismin geneettinen stabiilisuus in vive on arvioitu vahvistamalla,
ettd rokotettujen nendhuuhteleista eristetty virus kantaa heikentdvid mutaatioita (ks.
Kohta II.14). Koska RSV-rungon ei odoteta olevan epivakaa ¢, timé on tehty
keskittymalld vaimentaviin mutaatioihin.

Sellaisten geneettisten ominaisuuksien kuvaus, jotka voivat estdd perintdaineksen
levidmisen tai vahentda sita:

Biologisten ominaisuuksiensa vuoksi RSV ANS2/A1313/11314L on epdvakaa eika pysty
replikoitumaan isénnén ulkopuolella.

Sen lisddntyminen isdnnéssd on véhiistd ja ohimenevad, eikd se siten todenndkoisesti
levid tehokkaasti ympéristdssé (ks. Kohta 11.19).

Biologisen levidmisen vdylit, tunnetut/mahdolliset vuorovaikutustavat levittivin tekijan
kanssa (esim. sisddnhengittiminen, nauttiminen, pintakosketus ja tunkeutuminen):

RSV ANS2/A1313/11314L -rokote ei replikoidu isénnén ulkopuolella. Liséksi sen
selviytyminen isénnén ulkopuolella on hyvin lyhytaikaista, koska monet
ympiristdparametrit vaikuttavat siihen ja se on herkka tavallisille desinfiointi- ja
puhdistusaineille (ks. Kohta IV.1).

Arviointi RSV ANS2/A1313/11314L -erittymisen suhteen on tehty ja se osoittautui
véhdiseksi ja ohimenevéksi (ks. Kohta I The RSV ANS2/A1313/11314L vaccine is for human

vaccination use only V.1).

Luonnollisessa ympéristdssi villityypin RS-virus siirtyy ihmisten vélilld nenén tai suun
eritteiden vilitykselld, joko suoraan suurten pisaroiden (ja todennikdisesti pisaroiden)
kautta tai epdsuorasti kontaminoitujen késien ja ympérdivien pintojen kosketuksen
vilitykselld (esim. vauvansinkyjen, lelujen, ovinuppien, pdytilevyjen) kautta.

RSV ANS2/A1313/11314L vapautetaan antamalla siti MAD300-sumutinlaitteen kautta,
jossa on pehmed, kartiomainen, sieraimen tiiviisti sulkeva kérkitulppa, mika estda
nesteen karkaamisen. Patevit henkilot késittelevit vapautuksen ja siitd syntyneet jétteet
tillaisen tahattoman levidmisen vélttamiseksi (ks. kohdat V.3 ja V.4).



ympiristdssd; GMM n kilpailuetu verrattuna muuntamattomiin
vastaanottajaorganismeihin:

RSV ANS2/A1313/11314L n vapautuksen tarkoitus rokotus, joka suojaa ihmislapsia
RSV-taudilta ympéri maailmaa.

RSV ANS2/A1313/11314L -viruksen médrdllinen erittyminen rokotettujen nené-eritteista
alhainen ja ohimenevai (ks. Kohta IV.2) eikd virus voi replikoitua tai selviytyd pitkdan
isdnnén ulkopuolella. Sen vuoksi vapauttaminen ei koske mitéén tiettyd ekosysteemia.

Mahdollinen liiallinen populaation liséddntyminen ympiristossi

Liiallinen GMO-populaation lisddntyminen ympéristdssd vaatisi viruksen voimakasta
lisd&ntymistd rokotetussa isdnnéssd ja erittdin tehokasta levidimisreittiéi rokotetuista
rokottamattomiin ihmisiin.

Huomioiden:

e isdnnin ulkopuolisen replikoitumisen ja selviytymisen puuttumisen,

e RSV ANS2/A1313/11314L n heikentymisen seronegatiivisessa isdnndssa

e replikoitumisen seropositiivisessa isdnndssi puuttumisen,
voidaan GMO-populaation mahdollinen liiallinen lisddntyminen ympéristossé sulkea
pois.
GMO:iden kilpailuetu suhteessa muuntamattomaan vastaanottaja- tai emo-
organismiin

Superinfektio eri RSV-kannoilla on mahdollista (35). Koska GMO on heikennetty ja
lampdoherkkd, kilpailuetua suhteessa emo-organismiin ei odoteta.

Tarvittaessa kohdeorganismien tunnistaminen ja kuvaus; GMM n ja kohdeorganismien
vuorovaikutuksen ennakoitu mekanismi ja tulos; muiden kuin kohdeorganismien
tunnistaminen ja kuvaus, jos kenttdkoe voi vaikuttaa ko. organismeihin haitallisesti sekd
tunnistettujen haitallisten vuorovaikutusten ennakoitu mekanismi:

Kohdeorganismien tunnistaminen ja kuvaus soveltuessa

RSV ANS2/A1313/11314L -rokote on suunniteltu suojaamaan ihmisid RSV-taudilta.
Kohdeorganismi on ihminen.

Odotettu GMO:iden ja kohdeorganismin (-organismien) viilinen
vuorovaikutusmekanismi ja tulokset soveltuessa

RSV ANS2/A1313/11314L on suunniteltu rokottamaan ihmisid RSV-infektiota vastaan.
Niéin ollen GMO tullaan vapauttamaan ihmisiin immuunivasteen aikaansaamiseksi.
Inokuloinnin jilkeen RSV ANS2/A1313/11314L replikoituu, jonka aikana virusgeenit
transkriboidaan ja translatoidaan. Témin tuloksena de novo -syntetisoituja proteiineja
esitetdéin immuunijérjestelmalle, joka kehittdd immuniteetin seuraavaa RSV-infektiota
vastaan. Kliininen tutkimus osoitti, ettd RSV ANS2/A1313/11314L oli immunogeeninen
ihmisvauvoilla, ja silld oli hyvé turvallisuusprofiili (25).
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Muiden kuin kohdeorganismien tunnistaminen ja kuvaus, joihin muuntogeenisen
organismin vapautuminen voi vaikuttaa haitallisesti, sekd kaikkien tunnistettujen
haittavaikutusten ennakoidut mekanismit

Ihmiset ja simpanssit ovat RSV n ainoa luonnollinen isént4 ja ainoa luonnollinen
sdilymd. On erittdin epdtodenndkdistd, ettd RSV ANS2/A1313/11314L:114 tulee olemaan
vaikutus muihin organismeihin. RSV ANS2/A1313/11314L n selviytyminen on
lyhytkestoista.

Ainoa ei-kohdeorganismi, johon muuntogeenisen organismin vapautuminen voi vaikuttaa
haitallisesti, on simpanssi. RSV tunnistettiin uudeksi virukseksi vuonna 1956 viruksen
tultua 16ydetyksi simpanssiyhdyskunnasta siind puhjenneen flunssainfektion jélkeen.

RSV ANS2/A1313/11314L on kuitenkin voimakkaasti heikentynyt simpanssissa (kohta
11.4), eikd se ole aiheuttanut vakavia haittatapahtumia. Téstd huolimatta tahaton
siirtyminen simpanssiin on kuitenkin epatodenndkdisti, koska vapautuksen kohteena
oleva organismi on ihmisvauva.

RSV ei aiheuta sairautta missddn muussa eldinjérjestelmassd. Infektio olisi itsestddn
rajoittuva ja sen viremia alhainen, ja se johtaisi vasta-aineiden kehittymiseen RSV:té
vastaan, miké tekee toistuvista tartuntasykleistd epdtodennékoisen.

Biologisen vuorovaikutuksen tai iséntékirjon muuttumisen todennékoisyys
tarkoituksellisen levittdmisen jdlkeen; tunnetut/ennustetut vuorovaikutukset ympériston
muiden kuin kohdeorganismien kanssa ml. kilpailijat, saaliit, isénnét, symbiontit,
saalistajat, loiset ja patogeenit:

Vapautuksen jilkeisten siirtymien todenndkaéisyys biologisissa yhteisvaikutuksissa tai
isdntiryhmdssd

Ei sovellu

Tunnetut tai ennakoidut vuorovaikutukset ei-kohdeorganismien kanssa ympiristossd,
mukaan lukien kilpailijat, saaliit, isiinndt, symbiontit, saalistajat, loiset ja patogeenit
RSV on hyvin hauras vaipallinen virus, joka ei replikoidu eiki selviydy isdntiensa
ulkopuolella. Vaikka RSV n siirtyminen ihmiseltd simpanssiin on dokumentoitu,
laheinen kosketus simpanssien kanssa on erittdin epatodennakdistd, koska rokotteen
kohderyhmé on ihmisvauvat

Tunnettu tai ennustettu osallistuminen biokemiallisiin prosesseihin; muut mahdolliset
vuorovaikutukset ympariston kanssa:

Ei sovellu: RSV ANS2/A1313/11314L ei osallistu mihinkédin biogeokemialliseen
prosessiin.

TIEDOT SEURANNASTA, VALVONNASTA JA JATTEIDEN KASITTELYSTA
SEKA HATATILANTEIDEN VARALLE LAADITUISTA SUUNNITELMISTA

Menetelmit, joilla GMM jiljitetdén ja sen vaikutusta seurataan; niiden
seurantamenetelmien spesifisyys/herkkyys/luotettavuus, joiden avulla GMM



tunnistetaan ja erotetaan luovuttaja- ja vastaanottajaorganismeista; menetelmat, joilla
havaitaan siirretyn perintéaineksen siirtyminen toisiin |organjsmeihin}.

Menetelmiit GMO:iden jiljittimiseksi ja niiden vaikutusten seuraamiseksi

RSV ANS2/A1313/11314L -viruksen huippueritys arvioidaan seitseman péivan kuluttua
kunkin annostelun jilkeen otetusta nendnaytteestd. RT-PCR-testi voi erityisesti jaljittaa
RSV-NS2/-1313/11314L-testissd, joka erottaa sen villityypistda RSV (ks. Kohta I1.17).

Seurantatekniikoiden spesifisyys (GMO:iden tunnistamiseksi ja erottamiseksi
luovuttajasta, vastaanottajasta tai tarvittaessa emo-organismeista) herkkyys ja
luotettavuus

Katso kohdatI.3jaIl.17

Menetelmiit, joilla havaitaan luovutetun geneettisen materiaalin siirtyminen muihin
organismeihin

Luovutetun geneettisen materiaalin siirtymisriskid muihin organismeihin pidetdan
merhityksettoman alhaisena. RSV ANS2/A1313/11314L voidaan kuitenkin spesifisesti
jaljittaa ei-kohdeorganismeissa RT-PCR:114, joka tunnistaa eron villityypin RSV:hen
nihden (ks. Kohta I1.17).

Seurannan kesto ja laajuus:

Seki ihmiseen ettd ymparistoon kohdistuvaa riskié pidetaan kokonaisuudessaan
merkityksettoman alhaisena. Siksi seurantaa e tarvita.

Menetelmit ja menettelyt, joilla estetadn tai minimoidaan GMM:1en levidminen
koealueen ulkopuolelle; menetelmit/menettelyt, joilla suojellaan koealuetta asiattomien
henkil6iden paasylti; menetelmit/menettelyt, joilla estetdan muiden organismien paasy
koealueelle:

Menetelmdt ja toimenpiteet GMO:iden leviimisen estimiseksija/iai minimoimiseksi
vapautusalueen tai mddritetyn kidyttéalueen ulkopuolelle
RSV ANS2/A1313/11314L -rokote on tarkoitettu vain ithmisten rokotukseen (ladkérin

madrayksen ja valvonnan alaisena).

Lisaksi siihen kohdistuu valvonta useilla turvatasoilla. Rokote sailytetaan ilmatiiviisti
suljetuissa injektiopulloissa, ja laake annetaan MAD300-sumutinlaitteen kautta, joka
rakenteellisesti estdd annetun nesteen karkaamisen. Patevit henkilot kasittelevat RSV
ANS2/A1313/11314L:n vapautuksen ja s1itd syntyneet jatteet késitellaan tahattoman
levidmisen valttamseksi (ks. Kohta V.4). GMO n leviaminen vapauttamisalueen tai
kayttotarkoitukseen varattujen alueiden ulkopuolelle on enttiin epatodennidkoista.
Menetelmiit ja toimenpiteet, joilla tutkimuspaikka suojataan luvattomalta pédsylii

Katso kohta ITI.3.

Menetelmiit ja toimenpiteet, joilla estetiin muiden organismien pidsy

tutkimuspaikalle.

Eisovellu



Syntyvén jitteen laatu ja arvioitu jitemadrd sekd kuvaus suunnitellusta jatteen
kasittelysta:

Tuotetun jitteen tyyppi
Katso kohta I11.4
Tuotettu jite koostuu seuraavista:
o injektiopullo, joka sisdltdd jéljelld olevaa rokotetta
e ruiskut
¢ injektiopullon ldpdisykanyylit
e MAD Nasal™ -laite
o mikd tahansa muu kulutusmateriaali, joka on suoraan kosketuksissa rokotteen
kanssa.
Odotettu jitemdidird

Katso kohta I11.4

Suunnitellun hoidon kuvaus

Kuten kohdassa IV.1 selitetddn, RSV ANS2/A1313/11314L voidaan dekontaminoida
samalla tavalla kuin mité tahansa muu vaipallinen virus. Dekontaminaatioon voidaan
kayttad 1ampoa tai kemikaaleja (valkaisuaine, etanoli/isopropyylialkoholi,
puhdistusaineet). Muutama minuutti 100 °C:ssa tai kosketuksissa kemikaalien kanssa on
osoitettu riittédvéksi tdydellisen inaktivoitumisen aikaansaamiseksi (katso lisdtietoja
kohdasta IV.1). Néin ollen autoklavointi tai polttaminen, joita kiytetddn yleisesti
dekontaminointiin, soveltuvat tdysin RSV ANS2/A1313/11314L -rokotteenkin

inaktivointiin.

Menetelmait ja menettelyt GMM:ien hallitsemiseksi ennakoimattoman levidmisen
tapahtuessa:

Katso kohta IV.1.

GMM:lle altistuneen alueen puhdistamiseen liittyvit menetelmat kuten GMM:ien
hévittdminen:

Katso kohta IV.1.

Menetelmat, joilla kenttédkokeen aikana tai sen jalkeen GMM:lle altistuneet kasvit /
eldimet / maa-ainekset / muu vastaava materiaali hévitetddn tai puhdistetaan:

Ei sovellu Koska vapautuminen suoritetaan suojatuissa kliinisissé toimipaikoissa, kasvit,
eldimet ja maaperi eivit altistu GMO:lle.

Suunnitelmat ihmisten ja eldinten terveyden ja ympériston suojelemiseksi epitoivottujen
vaikutusten ilmetessé:

RSV ANS2/A1313/11314L GMO on rokote, joka on kehitetty suojaamaan ihmisid RSV-
infektiolta.

Vaiheen I kliinisistéd tutkimuksista saadut tiedot osoittavat, ettd RSV
ANS2/A1313/11314L oli hyvin siedetty, ja ylahengitystieoireiden esiintymistiheydet



olivat verrattavissa lumelddkkeeseen, eiké rokotettujen joukossa havaittu yhtikédan
alahengitystieinfektiotapausta (ks. kohta 11.19).

Sanofi Pasteur jatkaa RSV ANS2/A1313/11314L -rokotteen turvallisuusprofiilin
seurantaa tulevissa kliinisissd tutkimuksissa ja tuotteen markkinoille tulon jdlkeen
seuraavin keinoin:

e rokotettujen turvallisuusprofiilin intensiivinen seuranta kliinisten tutkimusten
aikana

e rutiininomaiset lddketurvatoimintakdytdnnot, jotka mahdollistavat Kkattavan,
jatkuvan ja maailmanlaajuisen kuvan saamisen lisensoinnin jilkeisestd
turvallisuusprofiilista.
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