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 Premessa

Il Comitato Nazionale per la Biosicurezza e le Biotecnologie (già Comitato Scientifico per i rischi derivanti dall’impiego di agenti biologici) è stato istituito dalla L. n.142 del 19 febbraio 1992 “Disposizioni per l’adempimento di obblighi derivanti dall’appartenenza dell’Italia alle Comunità Europee - legge Comunitaria per il 1991” presso la Presidenza del Consiglio dei Ministri, Dipartimento per il Coordinamento delle Politiche Comunitarie. L’art. 40 della legge 142/1992 attribuisce al Comitato il compito di “individuare i fattori e le condizioni di rischio per la classificazione degli agenti biologici, elaborare criteri per la definizione per le norme di sicurezza e verificare la compatibilità con norme già vigenti”. 

La stessa disposizione precisa inoltre che le norme applicative delle direttive comunitarie relative all’impiego confinato (90/219/CEE) e al rilascio ambientale (90/220/CEE) di microorganismi geneticamente modificati - MOGM - devono essere definite dai Ministri Competenti “in base ai documenti prodotti dal Comitato”.

Per garantire una corretta e puntuale operatività di queste disposizioni l’art. 4 del d.lg. 91/93 prevede che il Comitato fornisca precise indicazioni al Ministero della Sanità per “determinare e aggiornare i criteri di classificazione nel gruppo I e II dei MOGM”, e l’art. 15 del d.lg. 91/93 prevede che il Comitato sia interrogato dalla Commissione Interministeriale di Coordinamento per richieste di pareri. 

Il parere del Comitato è inoltre espressamente previsto all’art. 7 del d.lg. 92/93 per le attività di notifica inerenti il rilascio ambientale di organismi geneticamente modificati, per esempio in caso di somministrazione aerosolica di virus ricombinanti come nel caso di terapia genica.

Sulla base delle disposizioni legislative sopra richiamate, il D.P.C.M. 11 settembre 1997 ha riordinato e rinnovato il Comitato ridefinendone i compiti e attribuendone di nuovi.

Un tema di grande rilevanza, di cui già in passato si è occupato il Comitato, riguarda la Terapia Genica.

A partire dal 1995, infatti, il Comitato, avvalendosi dell’ausilio di un gruppo di esperti, ha approfondito il tema della terapia genica ed ha elaborato nell’Ottobre 1996 un documento denominato “Linee guida per la sicurezza della sperimentazione in terapia genica”.  

Tale documento rappresenta la premessa unanimamente assunta come base per la elaborazione della presente ‘Guida’ che ne costituisce il razionale completamento e approfondimento sul piano regolatorio e delle procedure.

Prof Leonardo Santi

Presidente del Comitato Nazionale per la 

Biosicurezza e le Biotecnologie

Introduzione


Lo sviluppo delle Biotecnologie e l'avvento delle prime applicazioni cliniche di trattamenti che implicano modificazioni deliberate di materiale genetico umano ha posto il problema di adattare le procedure che regolano l'utilizzo di sostanze farmacologicamente attive sull'uomo, alle specificità dei prodotti utilizzati per tali trattamenti, usualmente definiti come Terapia Genica.


Infatti, anche se la definizione di Medicinale, da tempo adottata dall'Unione Europea e valida per tutti i paesi che ne fanno parte, comprende certamente anche i Prodotti per Terapia Genica, è anche vero che le disposizioni regolatorie valide per la maggior parte degli agenti terapeutici sono state nella maggior parte dei paesi europei ritenute inadeguate rispetto all'esigenza, ad esempio, di privilegiare gli aspetti relativi alla sicurezza e quelli etici e di garanzia per i soggetti coinvolti nelle sperimentazioni e nei trattamenti.


Sotto altri aspetti esiste invece il rischio che la normativa vigente in ambito di medicamenti risulti eccessivamente prescrittiva per i prodotti per la terapia genica in quanto ripropone norme nate in funzione della commercializzazione per prodotti per i quali non sembrano esistano ancora le condizioni per un utilizzo commerciale.

Si spiega perciò lo sforzo di adeguamento normativo che, dopo gli Stati Uniti, sta ora interessando anche i più importanti paesi europei che stanno operando un progressivo adeguamento alle nuove norme che vengono emanate a livello europeo, senza però che si siano definite le condizioni per una reale armonizzazione del settore.


Ci troviamo quindi, ai diversi livelli nazionali, di fronte ad una normativa complessa ed in continua trasformazione, per il coesistere di norme generali europee e di disposizioni nazionali specifiche e spesso transitorie.


Ne deriva un alto grado di incertezza ed insicurezza nelle norme e nelle procedure, che rischia sia di mortificare ogni avanzamento della ricerca clinica e di base sia di scoraggiare l’Industria rispetto ad un suo maggiore coinvolgimento nel settore.


Il documento qui proposto è il risultato di una valutazione degli aspetti regolatori oggi applicabili in Italia. Esso fa riferimento alle norme di legge vigenti, siano esse europee o nazionali, comprendendo Direttive, Decreti attuativi, Regolamenti ed altre disposizioni applicative. Fornisce inoltre le basi giuridiche per l'approfondimento normativo delle disposizioni citate e gli strumenti legali attualmente in uso per le notifiche e le autorizzazioni necessarie, laddove esistenti. Nei casi in cui non esista una documentazione ufficiale di riferimento, viene suggerita una esemplificazione pratica riassuntiva degli adempimenti necessari in coerenza con le diverse normative operanti e con l’esigenza di garantire la sicurezza e la validità dei trattamenti effettuati.

1. Scopo del Documento


Questo documento ha l'intento di fornire una guida alle Procedure che devono essere seguite ogni volta che si intenda condurre una Terapia Genica (TG) intesa a modificare il patrimonio genetico somatico in un soggetto umano. L'impiego di terapia genica applicata alla linea germinale non è consentito dalla legge e quindi non è compreso in questa guida.

2. Definizione di Terapia Genica


Per "Terapia Genica" si intendono quegli interventi medici che comportano modificazioni deliberate del materiale genetico di cellule viventi allo scopo di prevenire, curare o diagnosticare situazioni patologiche nell'uomo. Le cellule possono essere modificate in vivo attraverso prodotti somministrati direttamente al soggetto, oppure ex vivo attraverso manipolazioni o processi che ne modificano le caratteristiche genetiche prima della somministrazione. Le procedure previste dalla presente guida si applicano pertanto anche alle terapie cellulari o alle terapie con prodotti di ingegneria tissutale, qualora comportino modificazione del materiale genetico.

3. Normativa di riferimento


L'utilizzo di prodotti per Terapia Genica è già in larga misura regolamentato da normative nazionali ed internazionali, queste sono riferite a due diversi campi: 

A) il controllo ambientale rispetto al rischio derivante dall'uso di microorganismi geneticamente modificati (MOGM) e altri agenti biologici. 

Occorre, per questi aspetti, fare riferimento alle tre seguenti direttive europee e ai decreti legislativi di recepimento indicati in parentesi:

90/219/CEE sull'uso confinato di MOGM (riguarda tutti i procedimenti e le installazioni anche se a scopo di ricerca e sperimentazione) (D.lg. n. 91/93)

90/220/CEE sul rilascio deliberato di OGM (ad esempio per la commercializzazione di prodotti geneticamente modificati) (D.lg. 92/93)

90/679/CEE sulla protezione dei lavoratori esposti al rischio derivante da agenti biologici (D.lg. 626/94)

B) l'ambito delle disposizioni che regolano la produzione, l'utilizzo e la commercializzazione dei Prodotti Medicinali riportate in: 

“The rules governing Medicinal Products in the EC” (Vol I-IV), reperibile presso Office for Official Pubblications of the European Communities, 2 rue Mercier, 

L-2929 LUXEMBOURG (tel 352 49 92 81 /fax 49 00 03)

o presso il sito EMEA: http://www.eudra.org/emea/general _ info/

In tale materiale legislativo sono comprese anche le disposizioni specifiche e le linee guida applicative relative, ad esempio, ai prodotti derivanti da processi biotecnologici e da inattivazione virale.


Per questi aspetti è importante considerare che:

a) ogni prodotto destinato ad essere utilizzato nell'uomo, anche se non finalizzato alla produzione commerciale, deve preventivamente essere validato dal punto di vista della sicurezza;

b) le GLP (“Good Laboratory Practice”) e le GMP (“Good Manufacturing Practice”) si applicano all'intero ciclo produttivo, dalla sperimentazione iniziale alla commercializzazione, secondo specifici criteri (vedi sezione 4.3).

c) la normativa comunitaria relativa ai prodotti biologici/biotecnologici è in continuo aggiornamento;

d) esistono linee guida europee relative alla qualità e sicurezza dei prodotti per Terapia Genica, mentre mancano specifici riferimenti per la sperimentazione clinica.

4. Aspetti regolatori


Gli aspetti regolatori della Terapia Genica coprono i diversi campi sottoelencati:

4.1: ricerca sperimentale

4.2: studi preclinici, inclusi quelli sugli animali

4.3: preparazione e produzione di prodotti per Terapia Genica

4.4: sperimentazione e sviluppo clinico.

4.1. Ricerca sperimentale

Ogni utilizzatore/produttore, al momento di avviare una ricerca sperimentale per Terapia Genica che preveda l'impiego di MOGM, è tenuto a:

a) Inviare una notifica al Ministero della Sanità (Dipartimento per la Prevenzione), indicando tutti i dati relativi all'impianto (laboratori, stabulari) che intende utilizzare, specificando per ciascun locale il tipo di confinamento adottato. Le modalità di presentazione della notifica sono riportate in allegato (All. 1).

b) Inviare una notifica al Ministero della Sanità per ogni operazione che implichi l'impiego di MOGM di tipo II. Le indicazioni necessarie per la preparazione della notifica, inclusi i riferimenti alle caratteristiche dei laboratori e alle categorie di rischio, sono contenute nell'All.2. Un aiuto alla compilazione può essere fornito dal documento "Linee guida per la sicurezza della sperimentazione in Terapia Genica" a cura del Comitato Scientifico per i Rischi Derivanti dall'Impiego di Agenti Biologici, pubblicato come rapporto del gruppo di lavoro nel supplemento di BioTec vol.1, n.5 Sett.-Ott. 1996.

Come prescritto dal D.lg. 626/94 e le successive modifiche, l'utilizzatore/produttore deve comunque procedere ad una valutazione preliminare del rischio derivante dagli agenti biologici impiegati, che tenga conto del gruppo di rischio di appartenenza, integrato con una valutazione della sicurezza riguardante le procedure che sono state utilizzate per minimizzare o eliminare la contaminazione biologica. Inoltre il personale esposto dovrà essere inserito in un apposito protocollo di verifica predisposto dai Medici Competenti, i nominativi degli esposti dovranno essere segnalati all'ISPESL e all'Unità Operativa di Prevenzione e Sicurezza negli Ambienti di Lavoro dell'Azienda Sanitaria Locale territorialmente competente.

In merito a ciò occorre peraltro considerare che la valutazione del rischio collegato allo sviluppo di prodotti ed alla sperimentazione clinica in Terapia Genica dipende dal grado di avanzamento delle operazioni e deve essere aggiornata conseguentemente.


Essa deve essere anzitutto analizzata in rapporto al sistema biologico utilizzato, ai suoi vantaggi rispetto a sistemi alternativi ed in relazione ai benefici attesi. Deve poi contenere una valutazione dei dati di sicurezza ottenuti nelle esperienze ex vivo e nei test pre-clinici. Successivamente deve essere fatta una valutazione del trattamento clinico vero e proprio, con particolare riferimento ai rischi riguardanti il paziente che riceve il transgene. Infine, deve essere valutato il potenziale rischio per la salute pubblica - e per l'ambiente in generale - dell'accidentale diffusione del retrovirus utilizzato per veicolare il transgene. Questo processo è descritto nell'All.3 che fornisce una guida ai 'Punti da Considerare per la valutazione del rischio biologico e della sua gestione in Terapia Genica’.

4.2. Studi preclinici 


Oltre alle disposizioni già citate, l'impiego di Terapia Genica in animali, nell'ambito di studi preclinici, comporta il rispetto delle norme previste dal D.lg.116/92 (D.LG. 27 Gennaio 1992) e dalla successiva circolare applicativa (del 22-4-94), delle norme previste dal D.lg. 120/92 (Applicazione dei Principi di Buona Pratica di Laboratorio) e del DPR 915/82 (D.P.R. 10 Settembre 1982) e successivi decreti applicativi per la gestione dei rifiuti biologici. Durante queste fasi, pertanto, gli operatori dovranno fare riferimento al già citato documento "Linee guida per la sicurezza della sperimentazione in Terapia Genica", e ai paragrafi 5 e 6 del documento elaborato dall'Istituto Superiore di Sanità “Documentazione richiesta per la prima esposizione sull’uomo di prodotti per Terapia Genica” (All.9).


Un aiuto alle procedure per gli studi preclinici è fornito dall'allegato 4, che incorpora le problematiche relative alla sperimentazione animale e tiene conto dei seguenti punti:

i) Livello di contenimento del laboratorio/stabulario nel quale vengono manipolati gli animali 

ii) Accertamento di potenziale ricombinazione in vivo

iii)Effetti farmacologici/tossicologici

iv)Problemi immunologici

v) Aspetti etici della manipolazione animale 


Si sottolinea che, considerata la varietà degli approcci terapeutici, le metodiche ed il grado di approfondimento degli studi preclinici andranno valutati caso per caso. I livelli di contenimento ed i controlli da effettuare saranno determinati dalla natura del gene da trasdurre e dal tipo di vettore utilizzato.

4.3. Preparazione e produzione di prodotti di terapia genica


Poichè la quasi totalità delle procedure relative allo sviluppo del prodotto che potrebbe essere destinato all’uso umano si svolgono con prodotti di ricerca e non con prodotti per la commercializzazione e in ambienti clinico-ospedalieri piuttosto che in ambiente industriale, si è provveduto nell'All.5 a individuare "Linee guida per l'applicazione delle GMP durante la preparazione di prodotti per la Terapia Genica in fase di sperimentazione clinica". 


Si ritiene che una struttura impegnata nella produzione di prodotti per Terapia Genica finalizzati alla sperimentazione clinica dovrebbe rispondere alle seguenti caratteristiche:

· prevedere locali, apparecchiature e materiali dedicati  a questa attività

· essere controllata secondo un controllo di qualità interno (controlli di 


qualità = QC) ed uno esterno (assicurazione di qualità = QA)

· disporre di procedure operative standard per tutte le attività

· operare in tutte le attività solo con metodi convalidati

· avere personale selezionato per competenza ad ogni livello e sottoposto a 

controlli e aggiornamenti periodici

· prevedere livelli successivi di responsabilità nelle varie attività.


Per le strutture che intendono condurre lo sviluppo e la produzione di prodotti per la sperimentazione di fase I, I/II e II si può parzialmente derogare ad alcuni dei requisiti di Buone Pratiche di Produzione (GMP), purchè questo non riduca la sicurezza per il paziente, per gli operatori e per l'ambiente. Principio irrinunciabile per la deroga è che essa è parziale, riguardando singoli aspetti anche diversi da un caso all'altro. Altra caratteristica da tener presente è quella di considerare tale deroga temporanea, per cui si arriva ad effettuare la fase III, che prelude alla richiesta di autorizzazione alla commercializzazione, con le GMP completamente attuate. 


Le indicazioni riportate nell'All.5 sono pertanto relative a tutti i casi di produzione di prodotti per Terapia Genica per sperimentazioni dalla fase I alla II, mentre per le sperimentazioni di fase III si applicano le GMP così come previste dalla normativa europea e relativi decreti di recepimento. Tale applicazione è inoltre prevista per tutti gli aspetti che non vengono qui espressamente discussi. Si ricorda infine che, qualora il processo produttivo preveda l'impiego di MOGM, è necessario procedere alla notifica di impiego confinato a scopi di produzione così come indicato nell' All.6.

4.4. Sperimentazione clinica


Per svolgere una sperimentazione clinica con prodotti di Terapia Genica, lo sperimentatore deve tener conto di quanto già indicato nei paragrafi precedenti e procedere, a seconda delle situazioni, alle relative notifiche, siano esse di impianto (All.1), o di uso confinato (All.7), ecc. E' inoltre necessario tener conto delle caratteristiche dei locali in cui si svolge la sperimentazione o il soggiorno del paziente. Infatti l'impiego in clinica dei vettori al momento maggiormente usati per Terapia Genica potrebbe in teoria presentare dei rischi per il personale ospedaliero e per la comunità. 


Le modalità attraverso le quali i virus vengono eliminati e contagiano i soggetti umani variano a seconda della specie virale interessata. Esistono  virus che vengono eliminati per via respiratoria, sia liberi, sia veicolati dalle goccioline di Flugge (ad esempio gli Adenovirus che sono tra i virus proposti come vettori di geni terapeutici), e virus che si trasmettono per via parenterale e/o sessuale, per contatto con sangue, emoderivati e secrezioni varie (ad esempio alcuni virus erpetici ed i retrovirus, anch’essi proposti come vettori di geni, che sono meno facilmente diffusibili e richiedono contatti più stretti).


Il controllo della diffusione delle infezioni virali è particolarmente arduo, data la grande diffusibilità di alcuni di questi agenti e le loro ridottissime dimensioni. Peraltro, poiché i virus circolano di solito veicolati da particelle liquide o di polvere, anche l’uso di procedure (filtri, ecc.) non in grado di bloccare particelle delle dimensioni di un virus, ma capaci di fermare particelle di aerosol che veicolano virus, potrebbe essere utile per limitare il rischio di diffusione. 


Se l’agente biologico si replica e può essere rinvenuto nel sangue e/o nei secreti (e quindi può contaminare l’ambiente), le precauzioni dovrebbero essere maggiori e diverse a seconda del tipo di contatto necessario per la trasmissione, prevedendo modalità di contenimento in grado di limitare al massimo la diffusione attraverso qualunque via (precauzioni standard, precauzioni per contatto, precauzioni per via aerea).


Le direttive di isolamento dovranno comunque essere modulate sulle caratteristiche dei virus impiegati e potranno essere quindi più o meno severe a seconda delle caratteristiche di replicazione ed eliminazione dell’agente impiegato. 


Occorre comunque considerare che il possibile rischio che deriva dall’impiego dei vettori virali dovrebbe in realtà essere già ridotto al minimo nel corso degli studi preclinici, che quindi rappresentano la maggiore garanzia di sicurezza dell'impiego di vettori in Terapia Genica (vedi punto 4.2). Si ritiene comunque necessario durante l'impiego clinico di questi vettori, applicare una serie di precauzioni generali e specifiche, pur sottolineando che nessuna delle procedure indicate (All.8) può ridurre a zero il rischio di diffusione di un agente virale e che la sicurezza di impiego resta soprattutto affidata ad una completa conoscenza preclinica delle caratteristiche degli agenti impiegati.

5. Autorizzazione all'utilizzo di Terapia Genica nell'uomo


Anche la sperimentazione clinica è regolamentata dalle leggi nazionali ed europee. In particolare occorre fare riferimento alle nuove ‘Good Clinical Practices’ CPMP/ICH/135/95, recepite con D.M. 15 Luglio 1997 (supplemento ordinario alla “Gazzetta Ufficiale” n.191 del 18 agosto 1997 - serie generale) e alla Circolare n.8, 10 luglio 1997, del Ministero della Sanità.


Quest'ultima è di particolare importanza per la Terapia Genica, in quanto riconosce la necessità di una regolamentazione specifica e fa esplicito riferimento a linee guida elaborate dall'ISS relative alle modalità di presentazione e ai contenuti delle domande di autorizzazione che si intendono presentare (All.9) in vista di una prima esposizione sull'uomo di prodotti per la Terapia Genica.


Resta peraltro da considerare che l'insieme delle procedure connesse allo svolgimento di una sperimentazione con prodotti di Terapia Genica deve tener conto sia delle recenti disposizioni sui compiti e la composizione dei Comitati Etici, sia delle norme previste dalla Direttiva del Parlamento Europeo e del Consiglio in fase avanzata di discussione.


Data la specificità delle sperimentazioni e dei trattamenti condotti con prodotti di Terapia Genica, è da ritenersi che tali norme non sono automaticamente e direttamente applicabili, e che sarà pertanto necessario esplicitare con apposita normativa l'insieme delle procedure da adottare per ottenere una autorizzazione all'utilizzo di prodotti per la Terapia Genica nell'uomo e la condotta da tenere durante la sua esecuzione.

Allegato 1
Al Ministero della Sanità

Dipartimento per la Prevenzione

Via Sierra Nevada, 60

00144 ROMA

Parte riservata al
Ministero della Sanità:
Data di ricevimento.....
N. della notifica......

NOTIFICA DI IMPIANTO per l’impiego confinato di microorganismi geneticamente modificati (MOGM)  di gruppo ....... (*) secondo la Direttiva del Consiglio 90/219/CEE D.lg 91/93
A) Notificante:
1) Nome dell’Istituzione o della Società

2) Indirizzo ........................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

3) Persona da contattare ....................................................................................................................

Tel. ................................................................. Fax ............................................................................

B) Informazioni sul personale e sua formazione (specificare titolo di studio, qualifica nell’Istituzione, esperienza nel settore):

1) Titolare ..............................................................................................................................

2) responsabile della supervisione e/o controllo ....................................................................

3) Responsabile per la sicurezza ............................................................................................

C) Ubicazione dell’impianto
1) Indirizzo..........................................................................................................................................

2) Localizzazione: 

a) urbana 


(
b) suburbana


(
c) extraurbana


(



i)  agricola

(








ii) industriale

(
3) Descrizione:

a) Edificio isolato

(
b) Parte di edificio

(
c) Numero delle sezioni distinte .........................................................................................

(*) Sottoporre moduli separati per MOGM di gruppo I o II.
D) Descrizione di ciascuna sezione dell’impianto (compilare un foglio per ogni sezione o reparto interessato dalla presente notifica)

1) Destinazione della sezione (o reparto) di:................................................................................................

a) Laboratorio di ricerca


(
b) Impianto sperimentale o pilota

(
c) Impianto industriale


(
d) Trattamenti a fine processo

(
e) Altro, specificare ..........................................................................................................................

2) Pianta dettagliata allegata (**)
SI (

NO (
3) Numero e sigle identificative dei vani: ....................................................................................................

4) Indicazioni sulla destinazione e sulle caratteristiche di ciascun vano e relativa categoria di contenimento attuabile (1, 2, 3) soddisfacendo tutti i requisiti specificati nell’allegato IV della Direttiva 90/219/CEE).









categoria di contenimento (***)









1
2
3

a)......................................................................................


(
(
(
b)......................................................................................


(
(
(
c)......................................................................................


(
(
(
d)......................................................................................


(
(
(
e)......................................................................................


(
(
(
f)......................................................................................


(
(
(
5) Servizi ausiliari eventualmente presenti:









propri

centralizzati

a) Locali per cambio abiti 




   (

     (
b) Servizi di lavaggio e sterilizzazione



   (

     (
c) Servizi sanitari





   (

     (
d) Docce






   (

     (
e) Raccolta differenziata di reflui




   (

     (
f) Sistemi per trattamento reflui




   (

     (
g) Sistemi per trattamento rifiuti




   (

     (
h) Sistemi per smaltimento rifiuti




   (

     (
i) Inceneritori






   (

     (
l) Erogatori di vapore





   (

     (
m) Altro (specificare) ..................................................................................................................................

6) Apparecchiature (specificare se a contenimento separato)

a) Cappe biologiche n. .....................................di classe: I (
II (
III (
b) Incubatori...................................................................................................................................

c) Fermentatori ..............................................................................................................................

d) Centrifughe ...............................................................................................................................

e) Altro ..........................................................................................................................................

7) Nome, qualifica ed esperienza del responsabile della Sezione (allegare breve curriculum): ....................................................................................................................................................................









FIRMA ................................................

E) Descrizione delle attività

1) Operazioni di tipo A:



a) insegnamento
(







b) ricerca

(







c) sviluppo

(
2) Operazione di tipo B:



a) produzione

(







b) uso commerciale
(







c) altro (specificare).......................................

3) Entità delle singole operazioni

a) scala sperimentale


( Volume massimo di coltura .................................

b) scala pilota



( Volume massimo di coltura .................................

c) scala industriale


( Volume massimo di coltura .................................

4) Tipo di processo:

a) A ciclo continuo 


(
b) A ciclo discontinuo


(
5) Classificazione del MOGM (Art. 4 Par. 3 Dir. 90/219/CEE, e All. della Decisione CEE 91/448/CEE):










GRUPPO ..............................

6) Scopo delle attività:

a) produzione di biomassa





( 

b) produzione di sostanze biologiche




(
c) clonaggio di materiale genetico specifico



(
d) altro (specificare) ..........................................................................................................

F) Sintesi della valutazione dei rischi di cui all’art. 6, comma 2 del D.L. 3/3/93 n. 91 (****) 

.............................................................................................................................................

.............................................................................................................................................
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Allegato 3
VALUTAZIONE DEL RISCHIO BIOLOGICO E DELLA SUA GESTIONE IN TERAPIA GENICA

1. Classe di rischio biologico delle attività condotte nella installazione
.

La compilazione dei formulari di notifica di cui agli All. 1 e All.2 consente di identificare il livello di sicurezza dell'installazione, sia per quanto concerne i luoghi e le attrezzature di lavoro (i.e. contenimento fisico) che per quanto attiene le procedure operative (i.e. contenimento dell'esposizione): a questi livelli di sicurezza sono convenzionalmente attribuiti valori crescenti da 1 a 4.

Unitamente alla conoscenza della del gruppo di rischio a cui appartengono gli agenti biologici impiegati, l'utilizzatore/produttore è in grado di avere piena coscienza della classe di rischio biologico - crescente da 1 a 4 - delle attività che possono essere condotte nell'installazione.

Stabilito che l'insieme dei provvedimenti e delle procedure di prevenzione e di protezione dagli agenti biologici appare adeguato ad assicurare la sicurezza, sia degli addetti all'installazione che dei terzi coinvolti, deve essere comunque perseguito un costante miglioramento della sicurezza e dell'igiene del lavoro e quindi la valutazione del rischio biologico dovrà essere periodicamente aggiornata ed integrata, sia in funzione dell'evoluzione delle situazioni operative che del progresso delle conoscenze tecniche.

2. Esempi di punti specifici da considerare per la valutazione del rischio in TG

Impiego della terapia genica: 

-quali effetti negativi presenta la TG proposta rispetto a terapie alternative?

Caratteristiche del sistema biologico:
- cosa viene fatto per identificare ed eliminare i contaminanti dai prodotti somministrati?

- quali sono le possibili sorgenti di contaminazione?

Valutazioni di rischio ricavate dagli studi pre-clinici:
- quali modelli animali o di coltura cellulare hanno fornito dati di efficacia e sicurezza?

Sistema di somministrazione:
- su quali basi si ritiene che solo le cellule bersaglio incorporeranno il DNA?

- quanto stabile è il DNA aggiunto?

Trasferimento ed espressione del gene:
- in quale misura si ottiene unicamente l'espressione dal gene desiderato?

- è ipotizzabile che l'inserzione modifichi l'espressione di altri geni?

- si può avere espressione in cellule diverse da quelle bersaglio?

- è ipotizzabile la produzione di cellule infettive?

- che cosa è stato fatto per ottenere un vettore stabile, invariante e non patogeno?

- quali sono i possibili effetti patogeni del trasferimento?

Trattamento clinico e sorveglianza del paziente:
- quali sono gli effetti della presenza di contaminanti nelle cellule somministrate?

- quali sono i previsti effetti positivi e negativi del trattamento?

- quali misure sono prese per attenuare o eliminare gli effetti negativi in caso si presentino?

- come sono paragonabili gli effetti deleteri delle malattia con e senza trattamento con rDNA?

- quali sono i rischi di coinvolgimento delle cellule germinali e di trasmissione alla progenie?

- se il coinvolgimento delle gonadi non può essere escluso, quali provvedimenti sono adottati?

- quali misure devono essere adottate dal paziente in materia di controllo delle nascite?

Considerazioni di salute pubblica ed ambientale:
- sono ipotizzabili danni per il personale addetto alla sperimentazione ed alle prove cliniche?

- esiste il rischio di infezione degli animali di laboratorio e/o degli animali domestici del paziente?

- quali sono i possibili danni della diffusione accidentale di materiale genetico modificato?

- esiste la possibilità che il paziente trattato sia fonte di diffusione di rDNA?

- quali sono le precauzioni adottate per evitare tale eventualità?

Qualificazione del personale e delle attrezzature:
- quali sono i principali elementi di sicurezza dell'ospedale/clinica dove si effettua il trattamento?

- quali provvedimenti sono previsti per i controlli post-trattamento?

Selezione dei pazienti:
- quali sono i criteri di rischio utilizzati per l'esclusione/inclusione di pazienti nello studio?

Allegato 4

PROCEDURE PER GLI STUDI PRECLINICI

a) Non sara' necessario confinare gli animali in aree di isolamento P2 o superiori nel caso di: 

i) sequenze geniche codificanti per prodotti proteici innocui, 

ii) vettori virali privi di capacita' replicativa, 

iii) cellule ingegnerizzate ex-vivo, prive di qualsiasi capacita' di rilascio di particelle virali nell'ambiente, inoculate negli animali. 

b) In tutti gli altri casi gli operatori dovranno porre l'attenzione sui seguenti punti:  

i) Livello di contenimento del laboratorio/stabulario nel quale vengono manipolati gli animali. Tale livello andra' stabilito tenendo conto del rischio relativo a ciascun costrutto che si intenda trasdurre. Le misure di sicurezza previste dalla classe di rischio cui appartiene ciascun costrutto dovranno essere osservate per tutta la durata dell'esperimento fino al momento del sacrificio.degli animali. In particolare, poiche' deve essere garantito il rispetto delle norme igienico-sanitarie ed evitato ogni rischio di inquinamento, sara' sempre necessaria una decontaminazione dei rifiuti biologici mediante inattivazione chimica o sterilizzazione in  autoclave e di tutto il materiale utilizzato, prima del lavaggio, reimpiego o eliminazione.

ii) Accertamento di potenziale ricombinazione in vivo. L'operatore dovra', per quanto possibile, accertare e documentare l'eventuale presenza di sequenze omologhe al costrutto mediante Southern blot e/o PCR o altre metodiche specifiche. Una valutazione del rischio di ricombinazione con sequenze endogene dovra' essere inclusa al momento della presentazione delle documentazioni. 

iii) Effetti farmacologici/tossicologici. Dovranno essere inclusi studi sulla localizzazione e sulla persistenza del prodotto nei diversi organi, con particolare riferimento a tessuti non-bersaglio inclusa la linea germinale, e sulla possibilita' di disseminazione.

iv) Problemi immunologici. Andra' presa in considerazione la possibilita' di risposte immunitarie indesiderate, comprese risposte autoimmuni. 

v) Aspetti etici della manipolazione animale. In ottemperanza al d.lg. 116/92 gli animali dovranno essere utilizzati in modo da ottenere il massimo dei risultati senza inutili o evitabili sofferenze e sacrifici.

Allegato 5

LINEE GUIDA PER L’APPLICAZIONE DELLE GMP DURANTE LA PRODUZIONE DI PRODOTTI PER TERAPIA GENICA IN FASE DI SPERIMENTAZIONE CLINICA

SCOPO DELL’ALLEGATO
Lo scopo del presente documento è fornire indicazioni su come applicare progressivamente le GMP alla produzione di prodotti per terapia genica per la sperimentazione clinica.

STRUTTURE
Locali

Locali per la produzione, per la conservazione, per i controlli di qualità
Il numero e l’ampiezza dei locali deve essere sufficiente per effettuare in modo controllabile tutte le fasi della produzione, per la conservazione delle banche cellulari e/o virali, per la conservazione dei materiali e reagenti e del prodotto, per l’esecuzione dei controlli di qualità, per la conservazione della documentazione e per le attività amministrative connesse. 

Nei locali dove si prepara un prodotto per terapia genica per la sperimentazione clinica non si possono effettuare contemporaneamente altre attività : se la divisione non può essere fisica, deve essere almeno temporale, cioè si deve procedere con la c.d.“campagna di produzione”. Questa divisione deve essere mantenuta anche all’interno di una struttura dedicata se vengono preparati prodotti diversi (es. due virus vettori diversi, due virus vettori uguali ma con diverso inserto, ecc).

I locali dove vengono preparati i prodotti per terapia genica devono essere chiaramente identificati con appositi cartelli apposti sulle porte di entrata che indichino l’accesso ristretto agli autorizzati e il simbolo di rischio biologico.  

Il locale dovrà essere separato dall'ambiente esterno da una zona filtro in pressione positiva rispetto sia all'esterno che al laboratorio vero e proprio in modo da impedire qualunque forma accidentale di contaminazione tra l'ambiente esterno e la zona di lavoro; inoltre l'aria, quando tecnicamente possibile, dovrà essere filtrata con filtri assoluti (HEPA) in modo da impedire qualunque forma di contaminazione in caso di incidente.

E’ inoltre consigliabile che le superfici delle pareti e del pavimento siano lisce e senza giunture aperte (es. pvc elettrosaldato), con sguscio arrotondato tra parete e pavimento in modo da consentire il migliore livello possibile di pulizia e, qualora fosse necessario, di disinfezione.

I locali devono poter essere puliti senza difficoltà ( evitare per esempio parti difficilmente accessibili dietro gli apparecchi o cataste di materiale) incluso l’impianto di condizionamento dell’aria. Le pulizie devono essere eseguite giornalmente seguendo apposite procedure scritte e da parte di personale appositamente addestrato. 

E’ opportuno che la manipolazione delle cellule produttrici dei virus vettori avvenga in locali separati fisicamente da quelli dove si manipolano cellule non infettate, in modo che non ci sia contaminazione.

L’esecuzione dei controlli di qualità può avvenire negli stessi locali dove avviene la produzione, ma deve esserne temporalmente separata e comunque l’uso di locali non dedicati non deve diminuire l’efficienza e il controllo.

Locali per la preparazione del prodotto finito.

Per la preparazione del prodotto finito si deve utilizzare un locale dedicato in cui le condizioni ambientali e operative garantiscano che la preparazione avvenga in condizioni asettiche secondo le GMP. Pertanto il locale deve essere almeno di grado C per la qualità dell’aria, e deve contenere almeno una cappa a flusso laminare di tipo “biohazard” in cui preparare il prodotto finito; le superfici di pavimento e pareti devono essere lisce, senza giunture aperte, e disinfettabili; eventuali controsoffittature devono essere sigillate; l’accesso al locale deve avvenire attraverso una bussola di sicurezza (dotata di porte ad apertura mutualmente esclusiva, di lavandino con rubinetto per l’acqua funzionante con fotocellula e dispensatore di sapone funzionante a braccio, di ricambio di aria filtrata) e deve essere ristretto al solo personale che prepara il prodotto finito; nel locale ci devono essere a portata di mano tutti gli strumenti e materiali necessari per le operazioni da svolgere; deve essere funzionante un sistema di allarme sia del locale sia della cappa per eventuali malfunzionamenti del flusso di aria; la pulizia deve essere eseguita prima e dopo ciascun utilizzo, seguendo una procedura scritta e convalidata nella quale si tenga conto dei prodotti preparati nella determinazione dei livelli residui accettabili dopo la pulizia.

Inoltre dovrà essere installato un sistema di vivavoce per comunicare con l'esterno eventuali situazioni di emergenza.

Apparecchi

E’ opportuno che gli apparecchi come cappe a flusso laminare, incubatori a CO2, termostati per batteri, fermentatori, bioreattori, contenitori criogenici, centrifughe, apparati per PCR, che vengono usati per preparare i prodotti di terapia genica, siano dedicati.

Quando in casi eccezionali questo non fosse possibile oppure per gli altri tipi di apparecchi (es. colonne cromatografiche) essi devono essere sottoposti a procedure convalidate di pulizia e sterilizzazione prima e dopo l’utilizzo per la terapia genica, che includano la dimostrazione che non ci sono residui di virus, di materiali o di pirogeni dalle preparazioni precedenti. Allo stesso modo, la conservazione delle cellule contenenti virus vettori deve avvenire in contenitori diversi da quelli dove si conservano le cellule non infettate.

Ciascun apparecchio usato in passaggi critici (per es. la cappa a flusso laminare, l’autoclave, il fermentatore, l’incubatore a CO2, il contenitore criogenico, ecc) deve essere dotato di un registro a pagine fisse consecutive (c.d. ”log book”) in cui viene registrato ogni utilizzo con data, nome dell’operatore, pulizie, calibrazioni, convalide, ecc.

Nell’uso delle centrifughe si devono evitare gli aereosol mediante gli appositi contenitori di sicurezza, la cui pulizia prima e dopo ogni uso deve essere documentata nel registro di utilizzazione dell’apparecchio.

La convalida del funzionamento degli apparecchi dipende dalla loro importanza nel processo e dalla fase dello studio clinico: la cappa a flusso laminare, l’autoclave, il fermentatore, l’incubatore a CO2, il contenitore criogenico usati per la produzione così come altri apparecchi, critici per l’esecuzione dei più importanti saggi di controllo, devono essere convalidati fin dalla fase I. Tali convalide vanno ripetute periodicamente.

La manutenzione di tutte le apparecchiature avviene secondo procedure scritte, con frequenza commisurata al loro uso e importanza nel processo ( es. la cappa a flusso laminare deve essere controllata almeno ogni tre mesi).

La pulizia delle apparecchiature può rivestire particolare rilevanza in certi casi, come ad esempio per l’apparecchiatura di PCR. Si sottolinea l’importanza della convalida precoce di queste procedure.

Gli apparecchi di particolare importanza ( per es. congelatori, incubatori, impianti di approvvigionamento di gas, ecc.) devono essere dotati di allarme e di dispositivo di automantenimento in caso di temporanea mancanza di corrente elettrica.

Nel caso di gestione computerizzata di apparecchi, questa viene considerata parte dell’apparecchio stesso e della sua manutenzione, calibrazione e convalida.

Personale

Anche se in numero probabilmente ridotto, il personale deve essere sufficiente ad assicurare la corretta e controllata esecuzione di tutte le attività: produzione, controlli di qualità, confezionamento, etichettatura, pulizia, immagazzinaggio e gestione dei materiali e reagenti, gestione della documentazione, supervisione delle varie attività.

Il personale deve essere adeguatamente addestrato ai compiti affidati, deve essere in grado di comprendere ed accettare le responsabilità ricevute, deve essere sottoposto periodicamente ad aggiornamento specifico, deve essere messo in grado di operare secondo le vigenti leggi sulla sicurezza.

La produzione e i controlli di qualità devono essere effettuati da personale diverso. Una lista delle persone autorizzate all’una e all’altra funzione deve essere compilata, mantenuta tra la documentazione e periodicamente rivista come una procedura operativa. Essa deve essere affissa all’ingresso dei locali interessati.

Tutte le operazioni di produzione devono essere svolte sotto il controllo di un responsabile che deve essere chiaramente identificato.

Il personale che esegue la preparazione del prodotto finito deve essere esente da malattie infettive e contagiose in atto.

Il personale che effettua il rilascio del prodotto finito deve essere adeguatamente addestrato sui sistemi di qualità, sulle GMP, sui requisiti regolatori specifici ed essere diverso da quello che effettua la produzione.

SISTEMA DI ASSICURAZIONE DELLA QUALITA’

Controlli di qualità e assicurazione della qualità.

Uno dei requisiti delle GMP è la presenza nella struttura di un sistema di assicurazione della qualità indipendente, che garantisca uno stretto e rigoroso controllo di ogni fase delle attività, che sia dotato di personale e mezzi appositi.

Durante le prime fasi della sperimentazione clinica, si può prevedere che questo sistema non operi formalmente come una struttura unica ed indipendente, mentre la sostanza delle sue funzioni deve essere comunque espletata, cioè deve essere garantito il controllo documentato su tutte le attività svolte dalla struttura.

Questo avviene tramite l’individuazione di responsabili per ogni funzione di controllo e per le varie attività, tramite l’adozione di procedure scritte e approvate, tramite l’autoispezione durante l’attività, tramite la conservazione di tutta la documentazione.

I controlli di qualità devono essere condotti rispettando le GLP: questo implica che il centro di saggio che li esegue abbia un sistema di assicurazione della qualità formalmente operante.

Nell’adeguamento alle GMP, il sistema di assicurazione della qualità in tutta la struttura sarà formalizzato, a partire dalla individuazione del suo responsabile, fino all’adozione di un manuale della qualità completo e alla organizzazione di una struttura apposita, con la possibilità di verifiche ispettive esterne.

Suddivisione delle responsabilità.

Sono necessarie inizialmente almeno due distinte figure: il responsabile della produzione e il responsabile dei controlli di qualità.

Il responsabile dei controlli di qualità può essere anche responsabile del rilascio del lotto ma non può essere responsabile della produzione.

Le qualifiche professionali e i doveri sono quelli descritti nelle direttive e linee guida citate tra i riferimenti.

Il responsabile della produzione, quello dei controlli di qualità e quello dell’assicurazione di qualità devono avere tutti documentata esperienza nel campo dei prodotti per terapia genica.

Procedure

Le procedure devono essere sempre scritte e tali da essere comprensibili e non creare possibilità di equivoci.

Esse devono contenere chiari riferimenti agli altri documenti a cui sono collegati, specialmente quelli precedenti dei quali esse rappresentano un cambiamento (per es., nella sostituzione di un metodo di analisi o di produzione).

Esse vengono approvate dal responsabile dell’attività a cui si riferiscono (produzione, controlli di qualità, ecc.) e dal responsabile dell’assicurazione qualità. I cambiamenti rilevanti (es. metodo di saggio, standard di riferimento, ecc.) devono essere approvati.

Le procedure devono coprire tutte le attività, compresa la stesura delle procedure stesse e l’archiviazione.

Le procedure devono essere disponibili nel luogo dove sono applicate, in modo che non possano essere tralasciate o consultate con difficoltà.

Nell’adeguamento verso le GMP esse assumeranno sempre più le caratteristiche delle SOP e saranno parte del manuale della qualità.

PRODUZIONE
Produzione e controlli di qualità.

Preparazione del prodotto sfuso
Quando avviene la produzione l’accesso ai locali è ristretto al personale incaricato e al responsabile della produzione, salvo casi documentati di emergenza.

La produzione deve seguire procedure scritte, deve avvenire in modo da garantire il controllo adeguato di ciascun passaggio ed evitare la contaminazione e la confusione di materiali e prodotti.

Si deve porre particolare attenzione nella numerazione dei lotti di prodotto durante le fasi della produzione, in modo che non si possa creare confusione e in caso di necessità ogni prodotto finito sia rintracciabile a ritroso fino all’inizio della produzione stessa.

Di ciascun lotto prodotto si deve compilare un fascicolo (c.d.“product batch record”) che raccolga tutte le informazioni sulle fasi successive effettuate, con riferimenti alle procedure seguite, le iniziali e la firma di chi ha eseguito i vari passaggi, i risultati dei saggi di controllo ecc, in modo da poter ricostruire la storia del lotto. Il fascicolo deve essere firmato dal responsabile per la produzione, da quello dei controlli di qualità e dal responsabile dell’assicurazione della qualità.

La produzione deve garantire per ciascun lotto una fornitura sufficiente allo svolgimento della sperimentazione clinica prevista, all’esecuzione dei controlli di qualità, e quando possibile anche alla conservazione di un numero adeguato di campioni per la riconferma delle specificazioni e per gli studi di stabilità.

Nel processo di produzione, andranno identificati punti chiave nei quali saranno effettuati controlli in corso di produzione - “in process controls”-che hanno lo scopo di dimostrare che parametri critici per la sicurezza, identità, purezza e attività del prodotto sono controllabili efficacemente.

Preparazione del prodotto finito
Le fasi di preparazione del prodotto finito devono avvenire con procedimento asettico in ambiente rigorosamente controllato, sotto cappa a flusso laminare, utilizzando soltanto materiale sterile e autorizzato per uso clinico ( es. soluzioni fisiologiche o formulazioni, fialette o sacche per infusione ecc. approvate per l’uso clinico); il personale deve indossare guanti sterili e vestiario apposito (una tuta completa, calzari, copricapo e copribarba se necessario, occhiali protettivi) che non rilasci fibre o particelle, che sia monouso oppure sterilizzato con procedura convalidata. Le condizioni operative devono essere convalidate e frequentemente controllate, i metodi e i materiali usati devono essere convalidati.

Controlli di qualità
I controlli di qualità vengono effettuati separatamente dalla produzione nella stessa struttura, che pertanto dovrà essere certificata per il rispetto delle GLP ai sensi del decreto 120/92. In alternativa, essi possono essere eseguiti sotto contratto da una struttura diversa, purché questa soddisfi almeno i seguenti requisiti:

sia stata certificata per il rispetto delle GLP dal Ministero della Sanità italiano o di un altro paese europeo

garantisca la specifica esperienza scientifica;

il suo responsabile e il personale siano indipendenti dai responsabili e dal personale di produzione relativi al prodotto da sottoporre ai saggi di controllo.

Anche nel caso di controlli di qualità eseguiti da una struttura esterna sotto contratto deve comunque esserci il responsabile interno dell’assicurazione di qualità, che sarà responsabile della scelta della struttura esterna e delle comunicazioni con essa incluse le istruzioni sui saggi da effettuare, del campionamento e del recapito dei campioni ai fini dei controlli di qualità, della approvazione finale dei risultati e del rilascio del lotto.

Una delle principale differenze tra la produzione per lo sviluppo di un prodotto e la produzione a scopo di commercializzazione consiste nella variazione dei metodi e dei parametri di controllo adottati. La verifica del prodotto finale assume quindi importanza fondamentale.
I controlli di qualità eseguiti ai fini del rilascio del lotto sia per il  prodotto sfuso-“bulk”- sia per il prodotto finito devono essere condotti con metodi convalidati.
Sterilità

La sterilità è un requisito al quale non si può derogare in nessuna fase di sperimentazione clinica.

Il prodotto finito deve essere specificato “sterile”.

Metodi usati e loro convalida

I metodi che concernono la dimostrazione della sterilità e il suo mantenimento devono essere convalidati.

Tutti i metodi usati per i controlli di qualità ai fini del rilascio del lotto devono essere convalidati.

I metodi usati per determinare la purezza (microbiologica, virologica, biochimica, sia del prodotto sia dei materiali o reagenti usati) devono essere convalidati fin dalla fase I; in fase II dovranno esserlo anche quelli che determinano l’identità.

I metodi usati per gli altri controlli possono inizialmente non essere convalidati.

Nell’adeguamento verso le GMP un numero sempre maggiore di metodi va convalidato a partire da quelli per operazioni critiche durante la produzione che possono avere impatto sulla sicurezza del prodotto (per es. per i controlli in corso di produzione). Dei metodi non convalidati va comunque stabilito anche in fase I il limite di  sensibilitàe/o quello di misura, se necessario.

Materiale e reagenti

Di tutti i materiali e reagenti usati vanno registrati e mantenuti i dati identificativi, compresa la provenienza, il fornitore, il numero di lotto, e la data di produzione e scadenza.

E’ vietato usare reagenti scaduti.

Non si potranno usare materiali o reagenti “fatti in casa” (compresa l’acqua depirogenata e per iniezione) dei quali non sia stato preventivamente fatto un accurato controllo di qualità (identità, composizione, sterilità, purezza microbiologica e virologica, micoplasmi, pirogeni, contaminanti chimiche , attività, stabilità) e rilasciato un certificato di qualità ad uso interno, da allegare al fascicolo del lotto.

Dei materiali e reagenti acquistati che sono critici sia dal punto di vista della sicurezza sia da quello della funzione si dovrà documentare la qualità o nel modo appena detto o per mezzo di idoneo certificato rilasciato dal produttore.

Le resine cromatografiche dovrebbero essere dedicate.

Per quanto riguarda materiali e reagenti di origine bovina si rimanda alle specifiche normative vigenti (decreto del Ministero della Sanità del 29/7/1998; circolare del Ministero della Sanità n.8 del 10/7/97; decisione della Commissione Europea 97/534/EC, OJ L 216, page 95, 8/8/97).

Per la preparazione del prodotto finito si possono usare come componenti per la formulazione solo quelli approvati per uso clinico o descritti nella farmacopea europea per la produzione di vaccini ad uso umano, nel caso di preparazioni virali.

Tutti i materiali e reagenti già sottoposti ai controlli di qualità e risultati soddisfacenti devono essere adeguatamente contrassegnati e conservati in luoghi e contenitori fisicamente separati da quelli, anche dello stesso lotto, non ancora approvati.

Analogamente, tutti i materiali e reagenti che invece sono risultati non soddisfacenti devono essere opportunamente etichettati e separati dagli altri prima di essere prontamente eliminati.

Nell’adeguamento verso le GMP, si useranno in tutte le fasi in misura crescente reagenti controllati con metodi convalidati oppure certificati per uso clinico.

Conservazione dei lotti di prodotto

Tutti i prodotti, a qualsiasi passaggio della produzione, già sottoposti ai controlli di qualità e risultati soddisfacenti devono essere adeguatamente identificati e conservati in luoghi e contenitori fisicamente separati da quelli, anche dello stesso lotto, non ancora approvati.

Quando possibile e applicabile, le iniziali condizioni di conservazione del prodotto finito devono essere stabilite in base ad uno studio, benché ridotto, sulla stabilità condotto usando il contenitore primario previsto.

Le condizioni di conservazione devono essere chiaramente indicate durante la manipolazione e ogni volta che il prodotto viene trasportato.

Confezionamento

Il contenitore primario deve essere fin dalla fase I approvato per uso clinico.

Il contenitore primario e quello secondario devono essere chiaramente identificabili nel loro contenuto, recare le etichette richieste, non essere danneggiati dalle condizioni di conservazione e di spedizione.

Fin dalla fase I, si deve effettuare il controllo visivo dell’integrità del sigillo di ogni singolo contenitore primario.

Dalla fase II, si deve effettuare il controllo della quantità di prodotto immesso nei contenitori primari.

ETICHETTATURA
Lingua italiana e lingua inglese

I testi delle etichette che accompagnano il prodotto confezionato devono essere scritti in italiano, ma possono recare anche la corrispondente traduzione inglese.

Etichette

Le etichette sul contenitore primario e su quello secondario devono essere progettate in modo da trasmettere le informazioni necessarie (secondo quanto stabilito dalla revisione dell’allegato alla guida dell’U.E sulle GMP ai punti 17-20) e da non poter essere perse o rese illeggibili dalle condizioni di conservazione del prodotto.

DOCUMENTAZIONE
Condizione imperativa per mantenere il richiesto grado di controllo su tutte le fasi di attività è che ogni passaggio sia documentato e che tale documentazione sia conservata in modo adeguato, al riparo da umidità, incendi e manomissioni.

In fase I, la documentazione della produzione può essere conservata a cura del responsabile della produzione, mentre quella relativa ai controlli di qualità a cura del responsabile dei controlli stessi. Il resto della documentazione può essere conservata dal responsabile dell’assicurazione di qualità.

In fase II, è consigliabile che tutta la documentazione sia conservata dal responsabile dell’assicurazione di qualità, inclusa quella riguardante la precedente fase I.

Nell’adeguamento alle GMP, la conservazione della documentazione sarà parte dell’attuazione del sistema di assicurazione della qualità.

GLOSSARIO
Assicurazione della qualità (QA) : il complesso delle attività di controllo sulla fabbricazione e sulla struttura che garantisce il raggiungimento e il mantenimento degli standard qualitativi richiesti dalle regolamentazioni applicabili.

Calibrazione: il complesso delle operazioni che stabiliscono, in condizioni specificate, la relazione esistente tra i valori indicati da uno strumento o un sistema di misura e i corrispondenti valori noti di uno standard di riferimento.
Certificato di rilascio (certificato di qualità): certificato emesso dal produttore e approvato dal responsabile Q.A.. Esso contiene i risultati dei controlli di qualità secondo le specifiche e l’approvazione del prodotto o materiale per l’uso a cui viene destinato. Dalla data del certificato, il prodotto o materiale può essere rilasciato dal produttore agli utilizzatori.

Confezionamento: l’insieme delle operazioni comprendenti l’impacchettamento (nel contenitore primario e secondario) e l’etichettatura, che fanno di un prodotto sfuso il corrispondente prodotto finito.

Contenitore primario: materiale impiegato per l’impacchettamento sia del prodotto sfuso sia del prodotto finito e che va a diretto contatto con il prodotto stesso (es: fiale, sacche da infusione, siringhe, flaconi ecc).
Contenitore secondario: materiale impiegato nell’impacchettamento finale del prodotto finito e che non va a contatto diretto con il prodotto stesso.
Controlli di qualità: il complesso dei saggi qualitativi e quantitativi che dimostrano la rispondenza del prodotto e del processo di produzione alle caratteristiche specificate dal produttore (specifiche del prodotto). Devono essere eseguiti seguendo le GLP.
Convalida: la prova documentata, seguendo i principi delle GMP, che una qualsiasi procedura o processo o apparecchio o materiale o attività o sistema portino effettivamente ai risultati attesi. Non è necessario riconvalidare un metodo che sia descritto in farmacopea, a meno di sostanziali cambiamenti.

Fascicolo del prodotto (“product batch record”): raccolta completa dei documenti di lavorazione di un determinato lotto di prodotto relativi a tutte le circostanze che sono pertinenti alla qualità del prodotto (materie prime, passaggi di produzione, calibrazioni degli apparecchi, convalide, ecc) e che permette di stabilire la storia del lotto inclusa la sua distribuzione agli utilizzatori.
Lotto: una quantità definita di materiale ( sia esso materia prima, contenitore, o prodotto) processato in un singolo processo o in una serie di processi in modo tale che ci si possa aspettare che sia omogeneo.

Numero di lotto: una definita combinazione di numeri e/o lettere che identifica specificamente ed inequivocabilmente un lotto.
Procedure: descrizione delle operazioni da effettuare, precauzioni da prendere e misure da applicare che sono direttamente o indirettamente in relazione alla produzione di un prodotto.

Prodotto sfuso (bulk): un prodotto che abbia completato tutti i passaggi del processo tranne il confezionamento e sia da usarsi per ottenere il prodotto finito:

per uso ex vivo: vettori virali usati per modificare le cellule xenogeniche ed eterologhe

Prodotto finito:la preparazione che deve essere usata nel paziente. Essa comprende i seguenti casi:

uso in vivo: DNA nudo o complessato, vettori virali difettivi;

uso ex vivo: cellule geneticamente modificate xenogeniche e eterologhe (quelle cioè che si possono tenere come in una banca cellulare), vettori virali difettivi usati per modificare le cellule autologhe

Specifiche: descrizione dettagliata delle caratteristiche, qualitative e quantitative, alle quali il prodotto o il materiale si deve necessariamente conformare per ottenere l’approvazione al rilascio. Vengono stabilite dal produttore sulla base della caratterizzazione effettuata sul prodotto o materiale e a loro volta servono come base per i controlli di qualità.

Sterilità: assenza di organismi viventi dimostrata sulla base dei saggi descritti nella Farmacopea Europea.

RIFERIMENTI
Riferimenti normativi comunitari

Direttiva 91/356/EEC sulle GMP

Guida alle GMP (volume IV della serie “La disciplina relativa ai medicinali nella C.E.”) del 1992

Revisione dell’allegato alla guida alle GMP, “Fabbricazione di specialità medicinali da sottoporre a sperimentazione”, valido dal 1/7/97

Decisione della Commissione Europea 97/534/EC, OJ L 216, page 95, 8/8/97).

Riferimenti normativi italiani
Decreto del Ministero della Sanità del 29/7/1998 (Disposizioni sui materiali di origine bovina)

Circolare del Ministero della Sanità n.8, 10/7/97 (Sperimentazione clinica dei medicinali)

Allegato 6

Al Ministero della Sanità

Dipartimento per la Prevenzione

Via Sierra Nevada, 60

00144 ROMA
Parte riservata al






Parte riservata al
Notificante: 







Ministero della Sanità:
N° notifica impianto........ 





Data di ricevimento.....
Data 








N° della notifica......

(come da punto IB)

Notifica sull’impiego confinato di microorganismi geneticamente modificati (MOGM) secondo la Direttiva del Consiglio 90/219/CEE.
MODULO PER OPERAZIONI DI TIPO IIB

I) Informazioni generali

A )Notificante:

1) Nome e qualifica del notificante..................................................................................

2) Istituzione o Società di appartenenza ..........................................................................

..........................................................................................................................................

3) Indirizzo ......................................................................................................................

..........................................................................................................................................

4) Persona da contattare ...................................................................................................


Tel. ......................................... Fax ..............................................................................

B) Data di presentazione e numero della notifica relativi all’impianto in cui si svolge l’impiego confinato:

1) Data .............................................................................................................................

2) Notifica n. ....................................................................................................................

C) Informazioni sul personale e sua formazione (titolo di studio, esperienza nel settore):
1) Responsabile dell’esecuzione dell’impiego confinato oggetto della notifica ...........................................................................................................................................

2) Eventuali differenze, rispetto alla notifica dell’impianto, circa i responsabili per la supervisione e/o controllo per la sicurezza.........................................................................

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

II) Informazioni sul MOGM
A) Caratteristiche del microorganismo ricevente (*) da cui il MOGM è derivato:

1) Nome completo

a) Nome scientifico ...........................................................................................................

b) Tassonomia ..................................................................................................................

c) Altri nomi .....................................................................................................................

2) Descrizione dei metodi di identificazione ed isolamento:

a) tecniche di isolamento ..................................................................................................

...........................................................................................................................................

b) Tecniche di identificazione ...........................................................................................

...........................................................................................................................................

c) Marcatori genetici .........................................................................................................

...........................................................................................................................................

d) Marcatori fenotipici ......................................................................................................

...........................................................................................................................................

e) Presenta instabilità genetica?.........................................................................................

...........................................................................................................................................

3) Storia di eventuali modificazioni genetiche precedenti :

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

4) L’organismo patogeno o comunque nocivo in qualche modo (compresi i suoi prodotti extracellulari), vivo o ucciso?



SI
(

NO
(

NON SO
(
In caso affermativo specificare:

a) verso quale organismo:

i) uomo





(
ii) animali





(
iii) piante





(
(*) Da compilare per entrambe le cellule parentali in caso di fusioni cellulari.

b) in quale modo esplica la sua patogenicità?

i) infettività







(
ii) tossicità







(
iii)virulenza






(
iv) allergenicità






(
v) vettore per altri patogeni





(
vi) attivazione di virus latenti




(
vii) capacità di colonizzazione verso altri organismi

(
viii) altro (specificare) .......................................................................................................

c) Se il MO è patogeno per l’uomo, specificare il gruppo di rischio secondo la lista contenuta nella direttiva 93/88/CEE che modifica la Dir. 90/679/CEE

...........................................................................................................................................

5) Nel caso di ceppi non virulenti di specie patogene:

è possibile escludere la reversione alla patogenicità?

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

6) Il ceppo/linea cellulare ricevente è privo di agenti biologici contaminanti?

a) Simbionti ......................................................................................................................

b) Micoplasmi ..................................................................................................................

c) Virus .............................................................................................................................

d) Viroidi ..........................................................................................................................

e) Altro (specificare) ........................................................................................................

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

7) Esperienza acquisita circa la sicurezza dell’impiego del MO ricevente:

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

...................................................................................................................................

8) Informazioni riguardanti la capacità di sopravvivenza e di riproduzione nell’ambiente:

a) Il MO ricevente è capace di sopravvivere al di fuori delle condizioni di coltura?




SI
(

NO
(


In caso affermativo:

b) Capacità di creare forme di resistenza o quiescenza:

i) spore





(
ii) endospore




(
iii) cisti





(
iv) sclerozi





(
v) spore asessuali
(funghi)


(
vi) spore sessuali
(funghi)


(
vii) altri specificare .................................................

c) Stima del tempo di sopravvivenza nell’ambiente e fattori che lo influenzano:

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

d) Possibili nicchie ecologiche

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

9) Possibili effetti sull’ambiente:

a) Coinvolgimento in processi ambientali (es. azoto fissazione) o in proprietà biogeochimiche (es. determinazione del pH del suolo):

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

b) Interazioni  con altri organismi (competitive o simbiontiche)

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

10) Distribuzione geografica del microorganismo ricevente:

a) E’ indigeno per il Paese della presente notifica?


SI
(

NO
(

NON SO
(
b) E’ indigeno in altri Paesi CEE?


SI
(

NO
(

NON SO
(
c) In caso affermativo indicare il tipo di ecosistema:


Atlantico
(

Mediterraneo  
(
Continentale
(
d) E’ normalmente utilizzato nel Paese della presente notifica?




SI
(     
NO
(
11) Habitat naturale del microorganismo:

a) Acqua






(
b) Suolo






(
c) Suolo in associazione con apparati radicali 

(
d) In associazione con piante




(
e) In associazione con animali




(
f) Commensale abituale




(
g) altro (specificare) .................................................................................................................

B) Informazioni relative alla modificazione genetica

1) tipo di modificazione genetica:

a) Inserzione di materiale genetico



(
b) Delezione di materiale genetico



(
c) Sostituzione di basi





(
d) Fusione cellulare





(
e) altro specificare ..................................................................................................................

2) Scopo della modificazione genetica

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

3) Metodo utilizzato per introdurre l’inserto nella cellula ricevente/parentale 

a) Trasformazione




(
b) Elettroporazione




(
c) Microiniezione




(
d) Microincapsulazione



(
e) Infezione





(
f) Altro, specificare ..................................................................................................................

4) E’ stato impiegato un vettore nel processo di modificazione?

SI
(                  NO
(
a) Tipo di vettore: 

i) plasmide 






(
ii)batteriofago





(
iii) virus






(
iv)cosmide






(
v) fasmide






(
vi) elemento trasponibile




(
vii) minicromosoma




(
viii) altro, specificare ..........................................................................................................

b) Identità del vettore ..............................................................................................................

c) Dimensione del vettore (in coppie di basi) .........................................................................

d) Mappa di restrizione del vettore completa di indicaizoni su funzione e posizione di:

i) geni strutturali ...............................................................................................................

ii) geni marcatori di resistenza ad antibiotici ....................................................................

iii) geni marcatori di resistenza a metalli pesanti .............................................................

iv) geni marcatori d’immunità ai fagi ...............................................................................

v) geni codificanti per la degradazione di xenobiotici ......................................................

vi) altri geni, specificare ...................................................................................................

vii) elementi regolatori .....................................................................................................

viii) siti utilizzati per l’inserzione ....................................................................................

ix) origine di replicazione .................................................................................................

x) origine, funzione e sequenza di altri elementi presenti nel vettore ..............................

f) Gamma di ospiti del vettore ...............................................................................................

g) Caratteristiche di mobilità del vettore ................................................................................

.................................................................................................................................................

i) E’ difettivo per fattori di mobilizzazione e trasferimento?.............................................

ii) Se il vettore è un batteriofago, un cosmide o un fasmide è reso non lisogenico?

............................................................................................................................................

iii) Il vettore può trasferire marcatori di resistenza ad altri microorganismi? (specificare) ...........................................................................................................................................

...........................................................................................................................................

5) Informazioni sull’inserto:

a) Dimensioni dell’inserto, mappa di restrizione e sequenza ................................................

................................................................................................................................................

b) Origine e funzione specifica di ciascuna parte dell’inserto ...............................................

................................................................................................................................................

c) Metodo utilizzato per il clonaggio .....................................................................................

................................................................................................................................................

d) Informazioni sui geni strutturali presenti nell’inserto .......................................................

................................................................................................................................................

e) Informazioni sugli elementi regolatori presenti nell’inserto .............................................

................................................................................................................................................

f) L’inserto è stato completamente sequenziato?






SI
(

NO
(
g) L’inserto contiene sequenze non necessarie alla funzione desiderata?






SI
(

NO
(
In caso affermativo specificare .............................................................................................

...............................................................................................................................................

h) L’inserto contiene parti la cui funzione è sconosciuta?





SI
(

NO
(
In caso affermativo specificare ............................................................................................

..............................................................................................................................................

i) Natura del prodotto atteso ................................................................................................

C) Informazioni riguardanti l’organismo/i donatore/i

1) Nome scientifico..........................................................................................................................

2) Tassonomia ................................................................................................................................

3) Altri nomi ......................................................................................................................................

4) Tipo di materiale genetico utilizzato per il clonaggio:

a) DNA totale ....................................................................................................................

b) cDNA totale...................................................................................................................

c) cDNA da tessuti specifici...............................................................................................

d) altro ..................................................................................................................................

5) Funzione prevista per il materiale genetico utilizzato nella modificazione genetica

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

6) L’organismo è patogeno o comunque nocivo in qualche modo (compresi i suoi prodotti extracellulari), vivo o ucciso?



SI
(


NO
(

NON SO
(
In caso affermativo specificare:

a) verso quale organismo:

i) uomo



(
ii) animali



(
iii) piante



(
b) in quale modo esplica la sua patogenicità?

i) infettività







(
ii) tossicità







(
iii)virulenza






(
iv) allergenicità






(
v) vettore per altri patogeni





(
vi) attivazione di virus latenti




(
vii) capacità di colonizzazione verso altri organismi

(
viii) altro specificare .......................................................................................................

..............................................................................................................................................

c) le sequenze clonate sono in qualche modo coinvolte nella patogenicità e nocività dell’organismo?



SI
(


NO
(

NON SO
(
d) Le sequenze clonate sono sufficienti come determinanti di patogenicità?



SI
(


NO
(
7) Il donatore ed il ricevente possono scambiare naturalmente materiale genetico?



SI
(


NO
(

NON SO
(
D) Informazioni relative al MOGM

1) Stato di espressione del materiale genetico introdotto:

a) plasmide libero


SI
(             NO

(
in caso affermativo:

i) numero di copie ......................................................................................................

ii) il plasmide recuperato corrisponde al costrutto?

................................................................................................................................................

b) Integrato nel/i cromosoma/i? 

SI
(
NO
(
in caso affermativo:

i) numero di copie .............................................................................................................

in tandem ........................................... intersperse ............................................................

ii) localizzazione cromosomica .........................................................................................

iii) sequenze fiancheggianti  .............................................................................................

iv) L’inserzione inattiva geni normalmente espressi?.......................................................

c) Dati molecolari riguardanti l’espressione del prodotto voluto: (Northern, sequenziamento, altro)

i) Il trascritto corrisponde all’atteso? ................................................................................

ii) Il prodotto di traduzione corrisponde all’atteso? .........................................................

iii) L’espressione è costitutiva o indotta in condizioni di coltura? ...................................

iv) Altre sostanze che possono o potrebbero essere prodotte oltre al prodotto principale

................................................................................................................................................

................................................................................................................................................

................................................................................................................................................

2) Tratti genetici e caratteristiche fenotipiche del microorganismo ricevente o parentale che sono state cambiate come risultato della modificazione genetica

a) Il MOGM è differente dal microorganismo ricevente per quanto riguarda la sopravvivenza al di fuori delle condizioni di coltura? 


SI
(

NO
(

NON SO
(
In caso affermativo, specificare

..................................................................................................................................................

..................................................................................................................................................

b) Il MOGM è differente dal microorganismo ricevente per quanto riguarda il modo e/o la velocità di riproduzione?


SI
(

NO
(

NON SO
(
In caso affermativo, specificare

.................................................................................................................................................

.................................................................................................................................................

c) Il MOGM è differente dal microorganismo ricevente per quanto riguarda possibili effetti sull’ambiente?




SI
(


NO
(
In caso affermativo, specificare..........................................................................................

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

d) Marcatori specifici per MOGM ...................................................................................

3) Dati sperimentali, ottenuti nelle condizioni di processo, sulla stabilità gentica del MOGM (indicare il numero di generazione dopo il quale si è accertato che lo stato e la sequenza del materiale inserito non abbiano subito modificazioni) ...........................................................................................................

.............................................................................................................................................................

4) Possibilità di trasferire il materiale genetico ad altri organismi

.............................................................................................................................................................

5) Il MOGM è differente dal MO ricevente per quanto riguarda la patogenicità verso uomini, piante o animali?





SI
( 

NO
(
In caso affermativo, presenta differenze per:

      a) spettro di ospiti?

     ............................................................................................................................................

b) trasmissibilità? ..............................................................................................................

c) dose infettiva?................................................................................................................

d) disponibilità di terapia appropriate?

.................................................................................................................................................

.................................................................................................................................................

6) Rassegna degli eventuali pericoli per l’uomo o per l’ambiente connessi con variazioni di contenimento e/o diffusione nell’ambiente

................................................................................................................................................

................................................................................................................................................

................................................................................................................................................

7) Descrizione dei metodi di identificazione ed isolamento

a) Tecniche utilizzate per identificare il MOGM

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

b) Tecniche impiegate per isolare il MOGM nell’ambiente

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

III) Descrizione delle operazioni
A) Scopo dell’impiego confinato:

1) Produzione di biomassa .................................................................................................................

2) Produzione di sostanze biologiche .................................................................................................

3) Clonare materiale genetico specifico .............................................................................................

4) Altro (specificare) ..........................................................................................................................

B) Entità delle singole operazioni:

1) Scala sperimentale 


(

volume massimo di coltura ...........................

2) Scala pilota



(

volume massimo di coltura ...........................

3) Scala industriale


(

volume massimo di coltura ...........................

4) Descrizione delle fasi di coltura...................................................................................................

..........................................................................................................................................................

.

5) Concentrazione massima di MOGM nella coltura in fase di crescita stazionaria........................

..........................................................................................................................................................

6) Numero totale di generazioni nel processo .................................................................................

C) Descrizione del tipo di processo:
1) Coltivazione:

a) Continua ...........................................................................................................................

b) Discontinua ......................................................................................................................

c) Stato solido .......................................................................................................................

d) Superficiale .......................................................................................................................

e) Sommersa .........................................................................................................................

f) Altro, specificare ...............................................................................................................

2) Altri processi tecnologici (descrivere): 

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

D) Periodo proposto per l’impiego confinato ..................................................................................

..........................................................................................................................................................

E) Risultati previsti

..........................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

IV Ulteriori informazioni relative all’ubicazione dell’impianto:

A) Allegare la copia della descrizione data al punto D della notifica di impianto relativamente alla/e sezione/i in cui si svolge l’impiego oggetto della presente notifica, con indicazione della categoria di contenimento prevista per ciascuno dei vani utilizzati.

B) Numero massimo di persone che lavorano nell’impianto oggetto della notifica citata al punto IB ...............................................................................................................................................................

C) Numero di persone che lavorano a contatto diretto con il MOGM oggetto della presente notifica ...............................................................................................................................................................

D) Vicinanza a potenziali fonti di pericolo:

...............................................................................................................................................................

...............................................................................................................................................................

E) Descrizione delle condizioni climatiche predominanti:

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

V) Descrizione delle misure di protezione e controllo da adottare per tutta la durata dell’impiego confinato
A) Adozione di buone pratiche di laboratorio e norme di comportamento

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

B) Informazioni fornite al personale addetto:





scritte
(

periodiche
(
C) Procedure e programmi di pulizia, disinfezione, decontaminazione dei locali e delle apparecchiature:

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

D) Programmi di manutenzione e piani d’ispezione e controllo delle apparecchiature (o loro parti) aventi funzioni di contenimento, specificandone la periodicità) :........................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

E) Tipo, quantitativo e gestione dei rifiuti:








    Raccolta




quantitativo


automatizzata

manuale

1) liquidi

...................



(

    (
2) solidi

..................



(

    (
3) gassosi

.................



(

    (
F) Inattivazione dei rifiuti:



metodo

forma finale

destinazione

1) Liquidi...........................

...................

....................

2) Solidi............................

...................

....................

3) Gassosi........................

...................

....................

G) Eventuali rischi connessi con la gestione dei rifiuti :

........................................................................................................................................................

........................................................................................................................................................

........................................................................................................................................................

V) Prevenzione incidenti:

A) Fonti di rischio o condizioni nelle quali potrebbero verificarsi incidenti (specificare):...........

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

B) Misure preventive applicate, attrezzature di sicurezza, sistemi di allarme, metodi e procedure di contenimento, etc: 

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

C) Informazioni necessarie all’autorità competente per predisporre i piani di emergenza:

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

.......................................................................................................................................................

D) Informazioni al personale:

......................................................................................................................................................

......................................................................................................................................................

......................................................................................................................................................

VII) Valutazione globale dei rischi diretti ed indiretti, per la salute umana, per animali o piante e per l’ambiente in generale:

A) In condizioni di lavoro normali:

.....................................................................................................................................................

.....................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

B) Nell’ipotesi di un evento incidentale (formulare ipotesi a riguardo):

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

...............................................................................................................................................

Si dichiara contestualmente la conformità alla normativa vigente, sia a livello nazionale che regionale, relativa allo smaltimento dei rifiuti.

Firma del Responsabile dell’esecuzione

...............................................................

Timbro e firma del Responsabile dell’Ente

....................................................................

Allegato 7
Al Ministero della Sanità

Dipartimento per la Prevenzione

Via Sierra Nevada, 60

00144 ROMA

Parte riservata al






Parte riservata al
Notificante







Ministero della Sanità:
N° notifica impianto........





Data di ricevimento.....
Data ................................. 





N° della notifica......
(come da punto IB)



MODULO PER OPERAZIONI DI TIPO IIA secondo il D.L.vo n. 91 del 3.3.93

Notifica sull’impiego confinato in applicazioni cliniche di terapia genica che implicano l’uso di microorganismi geneticamente modificati (MOGM) 
I) Informazioni generali
A )Notificante:

1) Nome e qualifica del notificante.........................................................................................

2) Struttura (ospedale, istituto o clinica) di appartenenza ......................................................

.................................................................................................................................................

3)Indirizzo...............................................................................................................................

.................................................................................................................................................

4)Persona da contattare............................................................................................................

   Tel. ................................................................. Fax ..............................................................

B) E’ stata inviata al Ministero della Sanità, Dipartimento della Valutazione dei Medicinali e Farmacovigilanza, richiesta di autorizzazione alla sperimentazione clinica? (indicare data della richiesta o estremi della autorizzazione).............................................................................................

C) Data di presentazione e numero della notifica relativi all'impianto in cui si svolge l'operazione:

Data ............................................................... Notifica N° .....................................................

D) Informazioni sul personale e sua formazione (titolo di studio, esperienza nel settore):

1) Nominativo del responsabile del trattamento di terapia genica oggetto della notifica (indicarne la posizione presso la struttura di appartenenza ed allegare breve Curriculum vitae) ......................................................................................................................................................................................................................................................................................................

------------

Nota: ai fini del D. L.vo 91/93, microorganismo è ogni entita microbiologica, cellulare o non cellulare, capace di replicarsi o di trasferire materiale genetico. La definizione include virus e linee cellulari.

2) Nominativi del personale medico che partecipa alla sperimentazione clinica (indicarne posizione presso la struttura di appartenenza ed allegare breve C.V.)

...................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

3) Descrivere il tipo di formazione del personale paramedico che partecipa alla sperimentazione clinica:.......................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

4) Descrivere l'informazione relativa ai MOGM ed ai rischi relativi che viene fornita al personale paramedico:...............................................................................................................

...................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

5) Eventuali differenze, rispetto alla notifica dell'impianto, circa il responsabile per la sicurezza ..................................................................................................................................................


  ...................................................................................................................................................

II) Informazioni sul MOGM
	
	


Nota: Se il MOGM è stato preparato in un laboratorio o impianto nazionale, indicare nel riquadro il numero della notifica dell'operazione relativa alla preparazione del MOGM. Se esso è fornito da Ditta o Laboratorio estero, indicare nel riquadro nome del prodotto e del fornitore.

A) Caratteristiche del microorganismo ricevente da cui il MQGM è derivato:
1)Nome completo

a) Nome scientifico ..............................................................................................................

b) Tassonomia .....................................................................................................................

c) Altri nomi  .......................................................................................................................

d) Eventuali modificazioni genetiche precedenti: ...............................................................

.............................................................................................................................................

.............................................................................................................................................

e) Nel caso di linee di packaging, specificare se le funzioni fornite in trans sono su plasmidi separati, ed indicare altri accorgimenti eventualmente utilizzati per ridurre la probabilita di eventi di ricombinazione: ...................................................................................................

.............................................................................................................................................

.............................................................................................................................................

2)Il M.O. ricevente è patogeno (da solo o in associazione con altri)?



SI
(

NO
(

NON SO
(
In caso affermativo, specificare:

verso quali organismi ........................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

b) in quale modo esplica la sua patogenicità?

i) infettività







(
ii) tumorigenicità






(
iii) tossicità







(
iv) allergenicità






(
v) attivazione di virus latenti




(
vi) capacità di colonizzazione verso altri organismi

(
vii) altro (specificare) ......................................................................................................

c) Se il MO è patogeno per l'uomo, specificare il gruppo di rischio secondo la lista contenuta nell'All.  XI al D.L.vo n. 626 del 14.9.1994 .........................................................................

3) Nel caso di ceppi non virulenti di specie patogene: è possibile escludere la reversione alla patogenicità? .....................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

4) il ceppo/linea cellulare ricevente è privo di agenti biologici contaminanti?

a) Simbionti ......................................................................................................................

b) Micoplasmi...................................................................................................................

c) Virus .............................................................................................................................

d) Viroidi...........................................................................................................................

e) Altro (specificare)..........................................................................................................

5) Indicare eventuali pubblicazioni e/o allegare documentazione circa la sicurezza dell'impiego del MO ricevente:.....................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

6) Il MO ricevente è capace di sopravvivere al di fuori delle condizioni di coltura?

SI
(                  NO
(
B) Informazioni relative alla modificazione genetica eseguita sul ricevente ed al sistema vettore/inserto

1)tipo di modificazione genetica:

a) Inserzione di materiale genetico


(
b) Delezione di materiale genetico


(
c) Sostituzione di basi



(
d) Altro (specificare).........................................................................................................

2) Scopo della modificazione genetica ..............................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

3) Metodo utilizzato per la modificazione genetica:

a) Trasformazione




(
b) Infezione





(
c) Elettroporazione





(
d) Inserzione di DNA esogeno in capsidi virali


(
e) Altro, specificare ..........................................................................................................

4) E' stato impiegato un vettore nel processo di modificazione?
SI
(
NO
(
a)tipo di vettore:

i) plasmide






(
ii) virus






(
iii) cosmide






(
iv) fasmide






(
v) elemento trasponibile




(
vi) minicromosoma





(
vii) altro, specificare ...........................................................................................................

b) Identità del vettore ..................................................................................................................................................

c) Dimensione del vettore (in coppie di basi) ..........................................................................

d) Mappa di restrizione del vettore completa di indicazioni su funzione e posizione di:

i) geni strutturali...................................................................................................................

íí) geni marcatori di resistenza ad antibiotici .......................................................................

iii) geni reporter....................................................................................................................

iv) altri geni, specificare........................................................................................................

v) elementi regolatori ...........................................................................................................

vi) siti utilizzati per l'inserzione ..........................................................................................

vii) origine di replicazione ..................................................................................................

viii) origine, funzione e sequenza di altri elementi presenti nel vettore .............................

f) Gamma di ospiti del vettore .................................................................................................

g) Caratteristiche di mobilità del vettore: ................................................................................

..................................................................................................................................................

5) Informazioni sull'inserto:

a) Dimensioni dell'inserto ..........................................................................................................

b)Origine e funzione specifica di ogni elemento dell'inserto.....................................................

....................................................................................................................................................

....................................................................................................................................................

c) Informazioni  sui geni strutturali presenti nell'inserto

...................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

d) Informazioni su elementi regolatori presenti nell'inserto

...................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................

e) L'inserto è stato completamente sequenziato? (*)







SI
(             NO

(
f) L'inserto contiene sequenze non necessarie alla funzione desiderata?







SI
(             NO

(
In caso affermativo specificare .................................................................................................................................................

.................................................................................................................................................

.................................................................................................................................................

g) L'inserto contiene parti la cui funzione è sconosciuta?







SI
(             NO

(
In caso affermativo, specificare ..............................................................................................

.................................................................................................................................................

------------------

(*) se non precedentemente notificato in Italia (cfr.  Nota a pag. 2), allegarne mappa e sequenza.

Nota: se il MOGM contiene inserti derivati da più donatori, ripetere la parte C) del modulo per ciascuno di essi.

C) Informazioni riguardanti l’organismo/i donatore/i
1) Nome scientifico .............................................................................................................................

2) Tassonomia .....................................................................................................................................

3) Altri nomi ........................................................................................................................................

4) in che modo il materiale genetico derivato dal donatore esplica la (o è utile nella) azione terapeutica?

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

5) L’organismo donatore è patogeno o comunque nocivo in qualche modo (compresi i suoi prodotti extracellulari), vivo o ucciso?



SI
(


NO
(

NON SO
(
In caso affermativo:

a) Le sequenze clonate sono in qualche modo coinvolte nella patogenicità e nocività dell’organismo?


SI
(


NO
(

NON SO
(
b) Le sequenze clonate sono sufficienti come determinanti di patogenicità?



SI
(


NO
(
D) Informazioni realtive al MOGM nella forma presente nel prodotto terapeutico
1) Descrizione del MOGM

a) Cellule (ex vivo, di packaging, ecc.)


(
b) Supernatante





(
c) Virus purificato





(
d) Altro, specificare................................................................................................................

2) Il MOGM è capace di sopravvivere nell’ambiente?

SI
(
NO
(
In caso affermativo, specificare condizioni, tempi di sopravvivenza, eventuali nicchie .......................

................................................................................................................................................................

................................................................................................................................................................

3) Nel caso di virus resi deficienti per la replicazione, descrizione dei saggi per la rivelazione di forme che abbiano superato la competenza alla replicazione (RCV)

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

4) Effetto previsto sull’operatore che subisse una inoculazione accidentale:

a) possibilità di integrazione nel genoma delle cellule esposte

(
b) possibilità di passaggio del materiale genetico ad altri tessuti

(
c) possibilità di espressione del gene terapeutico



(
d) possibilità di reazioni immunitarie




(
e) altro specificare ...............................................................................................................

5) Sono previsti saggi per la ricerca di RCV negli operatori?





SI
(


NO
(
In caso affermativo, specificare tipo e cadenza temporale...................................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

III) Descrizione delle operazioni
1) Forma sotto cui si presenta il prodotto terapeutico contenente gli MOGM fornito al personale medico .............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

2) Il certificato di qualità del preparato è rilasciato da : .....................................................................

.............................................................................................................................................................

(allegarne copia)

3) Nel caso di virus resi incompetenti alla replicazione, indicare il limite superiore del titolo di forme che abbiano riacquistato la competenza alla replicazione (RCV)...............................................................

......................................................................................................................................................................

......................................................................................................................................................................

4) Descrizione delle manipolazioni da eseguirsi nella struttura di cui ai punti IA) e IC) sul prodotto terapeutico, prima di procedere alla somministrazione al paziente ...........................................................

.....................................................................................................................................................................

.....................................................................................................................................................................

.....................................................................................................................................................................

.....................................................................................................................................................................

.....................................................................................................................................................................

.....................................................................................................................................................................

5) Descrizione delle modalità di somministrazione al paziente ..........................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

in particolare, specificando:

i) schema delle somministrazioni, se ripetute

ii) volume impiegato in ciascuna somministrazione

iii) se sia previsto l’uso di aerosol

6) Con riferimento alla notifica di impianto citata al punto IB), indicare i locali in cui avviene la somministrazione e quelli in cui ha luogo la degenza (possibilmente evidenziati su mappa identica a quella presentata con la notifica di impianto) .....................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

7) Il personale è stato istruito ad applicare le norme valide in presenza di patologie infettive?

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

8) Il paziente è mantenuto in isolamento dopo l’intervento?  ............................................................

Se sì, per quanto tempo?.....................................................................................................................

9) La dimissione del paziente è condizionata da risultati di test volti a rilevare la presenza di virus che abbiano riacquistato la competenza alla replicazione per eventuale ricombinazione con virus endogeni del paziente:




SI
(


NO
(
utilizzando le seguenti metodiche:

i) PCR




SI
(

NO
(
ii) trascrittasi inversa


SI
(

NO
(
iii) co-coltivazione con cellule sensibili
SI
(

NO
(
iv) altro ...............................................................................................................................

10) Periodo proposto per la sperimentazione (in mesi o anni) 

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

IV) Ulteriori informazioni relative alle misure di protezione e di controllo da adottare per tutta la durata della sperimentazione:

A) Norme di comportamento specifiche impartite al personale:





scritte

(

periodiche
(
B) Procedure e programmi di pulizia, disinfezione, decontaminazione dei locali di degenza e della sala chirurgica (se utilizzata) nonchè delle apparecchiature: ..............................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

C) Se è previsto l’uso di aerosol, descrivere dettagliatamente le misure di contenimento specifiche:

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

D) Programmi di manutenzione e piani d’ispezione e controllo delle apparecchiature (o loro parti es. filtri) aventi funzioni di contenimento, specificandone la periodicità: ................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

..............................................................................................................................................................

E) Collaudi relativi all’efficienza dei sistemi di inattivazione dei rifiuti (specificandone il tipo e la periodicità): .............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

F) Urine, feci, espettorati ecc. dei pazienti trattati sono inattivati mediante (indicare procedure)

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................

V) Prevenzione incidenti:
A) Condizioni nelle quali potrebbero verificarsi incidenti: ...............................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

B) Misure di prevenzione ..................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

VI) Valutazione del rischio per il personale, per i familiari o altre persone
...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

...........................................................................................................................................................

Si dichiara contestualmente la conformità alla normativa vigente, sia a livello nazionale che regionale, relativa allo smaltimento dei rifiuti.

Firme del Notificante, e, se diverso, del Responsabile dell’esecuzione

..........................................................................................................................................................

Timbro e firma del Direttore Sanitario

..........................................................................................................................................................

Allegato 8

ASSISTENZA CLINICA AL PAZIENTE SOTTOPOSTO A PROCEDURE DI TERAPIA GENICA

Verranno considerate tre differenti eventualità a seconda  che il vettore virale sia o meno in grado di replicarsi nell’ospite e/o di essere eliminato con gli escreti. Le precauzioni da prendere in caso di replicazione ed eliminazione impossibile non si differenziano dalle precauzioni standard da prendere comunemente nei pazienti ospedalizzati (livello T1). Le precauzioni da prendere in caso di vettori in grado di replicarsi ma non di essere eliminati vengono definite di livello T2. Infine, le precauzioni da prendere in caso di vettori in grado di replicarsi e di essere eliminati con gli escreti dei pazienti vengono definite di livello T3.  
PRECAUZIONI STANDARD DA IMPIEGARE IN CASO DI ASSOLUTA CERTEZZA DELLA IMPOSSIBILITÀ PER IL VETTORE VIRALE DI REPLICARSI E/O DI RICOMBINARSI CON ALTRI VIRUS E NELLE FORME DI TERAPIA GENICA CHE NON UTILIZZANO VETTORI VIRALI (LIVELLO T1)

In questi casi, nessuna particolare procedura di isolamento dovrà essere applicata, con eccezione del ricovero in camera singola per la durata necessaria al trattamento. Ciò, beninteso, purché il paziente non presenti una concomitante patologia infettiva che richieda procedure di isolamento. Non sarà necessario ricoverare i pazienti in aree separate dalle degenze comuni. Le precauzioni raccomandate non si differenziano da quelle che ogni operatore sanitario dovrebbe applicare nella propria pratica quotidiana, sia per proteggere sé stesso, sia per proteggere i pazienti. Sarà tuttavia necessario accertare periodicamente con metodi appropriati che quanto assicurato dalla ricerca pre-clinica rimanga vero anche in quella clinica, e cioè che il vettore virale non sia presente nel sangue e negli escreti del malato. Inoltre, sarà necessario informare il personale in assistenza che il malato è sottoposto ad una terapia sperimentale con agenti biologici modificati ed ottenere il consenso informato scritto.

Lavaggio delle mani

Le mani debbono essere accuratamente lavate prima e dopo qualunque contatto fisico con il paziente, secondo procedure e modalità ben note. Ciò prevede l’esistenza nel reparto di lavandini facilmente raggiungibili e sempre attrezzati con sapone liquido e rotoli di carta.

Uso dei guanti

I guanti , in lattice dotati di marcatura CE, debbono essere indossati ogniqualvolta si preveda di venire a contatto con sangue o altri liquidi biologici, con aree cutanee che presentano soluzioni di continuo e con le mucose del paziente.

Uso dei camici monouso

I camici monouso devono essere sempre disponibili e devono essere utilizzati quando si preveda la possibilità di venire a contatto con sangue o altri liquidi corporei, per evitare che tali liquidi vengano a contatto con gli indumenti. 

Uso degli occhiali protettivi, visiere  e dei dispositivi di protezione respiratoria (mascherine)

Tutti i Dispositivi di Protezione dovranno essere dotati di marcatura CE. Occhiali protettivi o visiere e mascherine debbono essere utilizzati quando si ritengano possibili schizzi o aerosolizzazioni di materiale organico al volto. Le mascherine di cellulosa normalmente in uso negli ospedali sono per proteggere i pazienti e non le vie respiratorie; qualora  sussista un potenziale rischio per l'operatore dovranno essere utilizzate maschere facciali filtranti di classe III per solidi o liquidi (FFP3SL). 

Gestione di aghi, siringhe e altro materiale tagliente

Aghi, siringhe ed altro materiale tagliente dovrà essere eliminato negli appositi contenitori rigidi. In nessun caso gli aghi debbono essere rimessi nella loro custodia. 

Precauzioni specifiche per virus che, pur possedendo potenziali capacità di replicare, non sono mai presenti né nel sangue, né negli escreti (livello T2) 

In aggiunta alle precauzioni standard elencate nel paragrafo precedente, i pazienti sottoposti a terapie con questo tipo di vettori dovranno essere sottoposti ad alcune precauzioni aggiuntive. La relativa severità di queste precauzioni, pur in scarso rischio di contaminazione dell’ambiente o delle persone in assistenza, tiene in considerazione la relativa scarsità delle conoscenze nel campo e la natura sperimentale della terapia, con conseguente necessità di prevedere che anche eventi che si ritengono improbabili o addirittura impossibili possano in realtà verificarsi.

· Ogni paziente dovrà essere ricoverato in stanza singola con bagno e zona filtro con lavandino. Le camere dovranno essere situate in aree il più possibile separate dalle degenze comuni. Le porte delle stanze e del filtro dovranno essere tenute chiuse.

· Tutte le superfici e gli arredi dovranno essere facilmente decontaminabili 

· Il simbolo internazionale di rischio biologico dovrà essere affisso sulla porta 

· Nessun visitatore sarà ammesso all’infuori di due parenti che si alterneranno nell’assistenza. Questi dovranno essere informati che, pur essendo il rischio di contaminazione estremamente basso, tuttavia il paziente è sottoposto ad una terapia sperimentale con vettori virali. Inoltre, essi dovranno essere istruiti riguardo alle procedure di contenimento. 

· L'Ospedale dovrà fornire adeguati Dispositivi di Protezione Individuale, in particolare mascherine FFP3SL, camici e cuffie monouso in modo da evitare qualsiasi trasporto verso l'esterno di agenti biologici;

· Sarà necessario ottenere il consenso informato scritto da parte del personale sanitario ad assistere un malato sottoposto a terapie geniche.

· L’assenza di eliminazione del vettore virale vitale con gli escreti dovrà essere accertata periodicamente con metodiche appropriate, indicate nel protocollo clinico approvato. Se il vettore viene individuato nel sangue o negli escreti il paziente passerà immediatamente al livello di contenimento superiore.

· Chiunque entri nella stanza dovrà indossare camice monouso e dispositivo di protezione respiratoria FFP3SL. 

· La biancheria del paziente dovrà essere fornita dall'Ospedale garantendo i ricambi necessari in modo da garantire la massima protezione possibile per l'ambiente esterno ed il nucleo famigliare. Le procedure di pulizia dovranno prevedere adeguata sterilizzazione certificata dall'Ospedale o da Azienda autorizzata.

· i rifiuti (compreso il materiale monouso indossato da chi entra in stanza) dovranno essere riposti in appositi contenitori all’interno dell’area-filtro ed ogni contenitore andrà poi riposto in un secondo contenitore, per essere sterilizzato (autoclave, gas, o altra procedura di sterilizzazione a seconda dei casi) prima dell’eliminazione

· Ogni stanza dovrà avere proprie attrezzature medico-sanitarie (stetoscopi, termometri, ecc.), che non dovranno mai uscire dalla stanza e che dovranno essere frequentemente pulite con soluzioni disinfettanti 

· Nel maneggiare liquidi organici (inclusa l’effettuazione di prelievi di sangue), gli operatori sanitari dovranno indossare dispositivi di protezione respiratoria protettivi nei confronti di aerosol  tossici (FFP3SL).

· I contenitori contenenti campioni di sangue od altri liquidi organici per esami di laboratorio provenienti da pazienti sottoposti a terapia genica dovranno essere etichettati con etichette con la scritta “materiale pericoloso e il trifoglio indicante il rischio biologico” ben visibile.

· Dopo la dimissione, la stanza, dopo essere  stata pulita, dovrà essere sottoposta a disinfezione con le comuni metodiche

· Nel caso in cui il virus vettore appartenesse alla famiglia dei Vaccinia virus, tutte le persone che verranno a contatto con il paziente dovranno essere vaccinate con vaccino vaccinico.
Precauzioni per virus che si replicano e sono presenti negli escreti e nel sangue per un tempo definito ma imprecisabile con esattezza e che quindi sono potenzialmente in grado di contaminare l’ambiente ed il personale in assistenza (livello T3)

In aggiunta alle procedure descritte nei paragrafi precedenti, i pazienti trattati con vettori in grado di replicarsi e di essere eliminati nell’ambiente dovranno essere sottoposti alle seguenti procedure di isolamento aggiuntive:

· Gli effetti personali del paziente (ridotti al minimo indispensabile) dovranno essere distrutti al momento della dimissione. Per ovvie ragioni, questo può risultare talora impossibile. In tal caso gli oggetti dovranno essere sterilizzati in modo appropriato, o quanto meno  puliti con soluzioni disinfettanti.

· Nessun visitatore sarà ammesso all’infuori di due parenti in assistenza. I parenti in assistenza dovranno essere informati che esiste un rischio di contaminazione con un patogeno biologicamente modificato. Sarà necessario ottenere da essi un consenso informato scritto e dotarli di tutti i Dispositivi di Protezione Individuale necessari.  

· Sia il personale sanitario in assistenza, sia i parenti dovranno essere addestrati specificamente alle procedure di sicurezza da impiegare nel caso specifico. 

· I parenti in assistenza ed il personale paramedico dovranno essere controllati periodicamente per l’eventuale presenza del vettore virale nel sangue e nei secreti con metodiche appropriate che dovranno essere descritte nel protocollo di studio clinico.

· Le camere dovranno dovranno essere il più possibile separate dalle degenze comuni, dotate di un apposito locale di prefiltro. 

· Le camere dovranno essere dotate di aria condizionata a pressione negativa (almeno 6 scambi all’ora) e l’aria dovrà esser filtrata in uscita attraverso filtri HEPA.

· Dopo la filtrazione l’aria non potrà essere smaltita liberamente fuori dell’edificio ma dorrà essere opportunamente decontaminata secondo procedure di volta in volta precisate nel protocollo di studio clinico a seconda del virus in causa. 

· Tutti coloro che entrano nella stanza dovranno indossare camice monouso, guanti in lattice,  visiera o occhiali e maschera (FFP3SL).
· Nel maneggiare liquidi organici il personale sanitario dovrà indossare guanti doppi, visiera e camice monouso. Il sistema del doppio contenitore dovrà essere impiegato per il trasporto di qualunque materiale biologico proveniente dal paziente 

· In caso di necessità di fare uscire il paziente dalla stanza, questi dovrà indossare camice monouso e maschera di tipo chirurgico in modo da evitare, per quanto possibile, qualunque contaminazione dell'ambiente esterno.

·  Il personale del reparto ove il paziente deve recarsi andrà avvertito in precedenza, in modo che appropriate misure di contenimento possano essere prese e indossare i Dispositivi di Protezione Individuale previsti (maschere FFP3SL, visiere o occhiali, camici monouso).

·  Qualunque macchinario necessario per l’assistenza (per esempio apparecchiature radiologiche) dovrà essere, se possibile, disinfettato e quantomeno accuratamente lavato con soluzioni disinfettanti dopo l’uso.

· La presenza o assenza di eliminazione virale nei liquidi organici dovrà essere accertata regolarmente secondo quanto indicato nel protocollo di studio clinico.

Le suddette procedure dovranno essere applicate fintantoché il paziente non abbia smesso di eliminare l’agente virale in causa per almeno tre giorni alterni consecutivi. 

Allegato 9

DOCUMENTAZIONE RICHIESTA PER LA PRIMA ESPOSIZIONE SULL'UOMO DI PRODOTTI PER TERAPIA GENICA

Premessa

Le indicazioni fornite in queste linee guida si riferiscono esclusivamente alla sperimentazione clinica di prodotti per la terapia genica somatica nell'uomo, escludendo tassativamente la possibilità di considerare proponibile qualsiasi tipo di terapia genica della linea germinale umana.

Ai fini dell'applicazione delle seguenti norme, si considerano prodotti per la terapia genica non solo quelli ottenuti su scala industriale in stabilimenti farmaceutici, ma anche quelli prodotti su scala pilota in laboratori di ricerca non industriali.

I diversi tipi di prodotti, elencati nella Tabella 1, di cui si può prevedere un'utilizzazione a scopi di profilassi, diagnosi o terapia intesa a modificare il materiale genetico di cellule somatiche, pongono problemi diversi nella valutazione preliminare alla autorizzazione alla sperimentazione clinica, che pertanto potrà richiedere documentazione diversa caso per caso.

Non è considerato il caso di brevi polinucleotidi, normalmente sintetizzati per via chimica, potenzialmente utilizzabili come oligonucleotidi antisenso né altri casi di introduzione di materiale genetico ai fini di ottenere un'espressione transiente.

La valutazione dei protocolli da parte dell'autorità competente, considerando lo sviluppo recente delle problematiche, la limitatezza dell'esperienza e il rapporto rischio-beneficio, sarà fatta caso per caso e terrà conto delle seguenti informazioni:

1. Presupposti e obiettivi della sperimentazione clinica.

2. Descrizione del costrutto genico e delle modalità di ottenimento.

3. Metodi di produzione e purificazione.

4. Caratterizzazione della qualità del prodotto.

5. Documentazione preclinica della tollerabilità del prodotto.

6. Documentazione preclinica dell'efficacia del prodotto.

7. Protocollo clinico

8. Reclutamento e selezione dei soggetti.

9. "Follow up".

10. Consenso informato.

11. Diritto alla riservatezza.

12. Considerazioni in termini di salute pubblica.

13. Qualificazione del personale coinvolto nella ricerca.

14. Strutture cliniche e loro organizzazione.

15.Parere del Comitato etico locale.

Tabella 1- Tipi di prodotti per terapia genica

1) Acidi nucleici liberi
sintetizzati e/o amplificati per via biosintetica



o chimica, eventualmente inseriti in plasmidi



o cassette appropriati

2) Acidi nucleici complessati
come sopra, ma complessati con sali, proteine 

    complessati
o altri polimeri, o incapsulati in liposomi

3) Vettori virali deficienti
retrovirus, adenovirus o altri virus

    per la replicazione
(es. adeno-associati, Herpes simplex)



in cui è stato inserito il gene terapeutico



e che sono stati.,resi incapaci di sostenere



la propria replicazione

4) Cellule geneticamente
cellule umane, mantenute e modificate in vitro

    modificate
con l'introduzione del gene terapeutico,



le quali possono essere reintrodotte



o trapiantate in tessuti o organi del paziente

1. Presupposti ed obiettivi della sperimentazione clinica

Dovrà essere data giustificazione della sperimentazione e della sua validità scientifica. Dovranno essere specificati gli obiettivi della ricerca e i benefici attesi rispetto ad eventuali terapie alternative consolidate. Dovranno essere descritti gli effetti attesi come conseguenza dell'espressione genica prevista, il livello di espressione necessario, e qualsiasi informazione circa possibili conseguenze di un livello di espressione superiore o inferiore.

In particolare si dovrà indicare:

- Gli obiettivi e le basi razionali della ricerca e se si tratti di ricerca con finalità terapeutiche o finalità non terapeutiche. Indicare, in modo sintetico, contro quale malattia o gruppo di malattie la ricerca è diretta; in che modo la ricerca affronta il problema specifico e quali sono i potenziali benefici derivanti dall'uso degli strumenti di cui si propone la sperimentazione.

- Per quale motivo si ritiene che la terapia genica sia appropriata per la malattia in questione.

- Quali sono gli indicatori di attività della malattia disponibili per valutare il successo della terapia genica proposta.

- Se il trasferimento genico non è impiegato ai fini terapeutici, quali informazioni in più può dare rispetto alle metodiche alternative standardizzate.

- Se il trasferimento genico è operato a fini terapeutici, quali sono i benefici previsti in merito alla guarigione della malattia o ad un miglioramento delle condizioni cliniche del paziente o della sua qualità di vita.

- Le terapie comunemente usate, i loro vantaggi e limiti, la loro possibile applicazione in concomitanza con la terapia genica.

2. Descrizione del costrutto genico e delle modalità di ottenimento del prodotto geneticamente modificato

Deve essere fornita una descrizione dettagliata del materiale genetico funzionalmente rilevante.  Questa dovrà comprendere una descrizione circostanziata dell'origine, del metodo di identificazione e di clonaggio, della capacità codificante e, ove possibile, la sequenza nucleotidica. Dovrà essere indicata qualsiasi modificazione (es: mutazione sito-specifica, delezione, riarrangiamento) apportata a geni funzionari rispetto al corrispettivo naturale.

Dovranno essere indicati in dettaglio i metodi seguiti per l'amplificazione del materiale genetico per la sua incorporazione nel prodotto finale o in un vettore per amplificazione secondaria. Ove possibile, dovranno essere inclusi dettagli di tutte le sequenze nucleotidiche presenti nel materiale genetico, necessarie per la sua replicazione in cellule procariotiche ed eucariotiche e per la sua espressione in queste ultime. Le cellule usate per l'amplificazione del materiale genetico dovranno essere caratterizzate compiutamente, con indicazione della storia della linea cellulare, delle caratteristiche che ne consentono l'identificazione, della possibilità di contaminazione. Si dovrà porre particolare attenzione alla possibilità di cross-contaminazione con altre cellule o virus.

Dovrà essere fornita evidenza circa l'assenza di errori di sequenza introdotti nel corso dell'amplificazione del materiale genetico, errori che potrebbero portare alla sintesi di una proteina anomala o dotata di effetti biologici o immunologici indesiderati. Oltre alla correttezza della sequenza nucleotica, o almeno della sua capacità di codificazione, dovrà essere documentata la sua stabilità prima e, se del caso, dopo il trasferimento alle cellule bersaglio.

Nel caso in cui il materiale genetico venga complessato con sali, proteine o altri polimeri, incapsulato in liposomi, o adsorbito a particelle organiche o inorganiche, tutti i componenti del vettore finale, anche se riuniti subito prima dell'uso, dovranno essere completamente caratterizzati. Dovrà essere fornita una descrizione completa del procedimento di costruzione del vettore insieme ad una descrizione e caratterizzazione completa di tutti i materiali utilizzati che, ove sia il caso, dovranno essere di qualità farmaceutica.

Nel caso in cui il vettore sia un virus difettivo per la replicazione, dovrà essere fornita documentazione completa circa l'origine, la storia e altre caratteristiche del virus parentale, gli "stock" di virus utilizzati e i metodi di propagazione.

Dovrà essere data completa descrizione e caratterizzazione, oltre che del materiale genetico introdotto, delle parti del genoma virale cui il materiale genetico viene legato, nonché delle modificazioni apportate alle sequenze virali residue e di eventuali altre sequenze (es. promotore) comunque presenti nel genoma ricombinante. Dovrà essere descritta in dettaglio la linea cellulare di impacchettamento, nonché la natura, la funzione e, se possibile, la localizzazione (es. nucleare, su uno o più plasmidi) delle sequenze virali presenti nella linea cellulare. Per quest'ultima dovranno essere descritte l'origine, l'identità e le caratteristiche biologiche, insieme a informazioni dettagliate sulla presenza o assenza di particelle o di sequenze virali endogene. Dovranno essere stabilite banche cellulari, primaria e di lavoro, ben definite. E' essenziale la dimostrazione di assenza di contaminazione da microrganismi avventizi quali virus, batteri compresi i micoplasmi e funghi.

Dovrà altresì essere fornita una descrizione completa dei procedimenti usati per trasferire il genoma virale ricombinante nelle cellule di impacchettamento. Ove queste non contenessero sequenze virali capaci di complementare il genoma ricombinante, ma il procedimento prevedesse la co-infezione con altri costrutti o virus, questi dovranno essere descritti in dettaglio. Dovranno essere descritte, inoltre, eventuali tecniche di selezione volte a isolare cellule producenti vettori virali deficienti per la replicazione.

Infine, dovrà essere descritto il metodo usato per controllare l'assenza di forme competenti per la replicazione, specificando i limiti di sensibilità del metodo.  Dovranno essere definiti e completamente caratterizzati gli "stock" virali primario e di lavoro.

Nei casi in cui il prodotto da somministrare è costituito da cellule geneticamente modificate e propagate in vitro, dovrà essere fornita piena documentazione circa l'origine, la storia, la costruzione e le caratteristiche delle cellule. Se del caso, dovranno essere stabilite banche cellulari, primaria e di lavoro, ben definite e dovranno essere ben descritte le condizioni di propagazione. Dovrà esserne dimostrata o ben caratterizzata l'omogeneità e la stabilità. Dovrà esserne riportata qualsiasi alterazione nel cariotipo, nella morfologia, nelle funzioni o nel comportamento (es. capacità di migrazione) rispetto alle cellule non modificate.  E' essenziale la dimostrazione di assenza di contaminazione da agenti avventizi quali virus, batteri (compresi i micoplasmi) e funghi, e dovrà essere controllata la possibile riattivazione di virus latenti (es. herpes, Epstein-Barr, citomegalovirus). Andrà, inoltre, considerata la possibilità che la modificazione introdotta alteri l'immunogenicità delle cellule, ad esempio a causa dell'espressione di proteine non umane o di proteine precedentemente non espresse a causa dello specifico difetto genetico del paziente.

Se le cellule non provengono dal paziente, valgono le considerazioni immunologiche e di istocompatibilità che valgono per i trapianti di tessuto.

3. Metodi di produzione e di purificazione

Il processo di produzione dovrà essere descritto in dettaglio, con indicazione di volumi, tempi, modalità di raccolta e di conservazione. Dovrà essere fornita una descrizione completa dei metodi usati ed una descrizione dei controlli da eseguirsi nel corso del processo di produzione. Dovrà essere quantificata la capacità di rimozione di contaminanti.

Dovrà essere documentata la riproducibilità dei processi di produzione e di purificazione sia per quanto riguarda la stabilità del materiale genetico, di cui dovrà essere controllata la sequenza almeno una volta al termine del processo completo di produzione e di purificazione, sia per quanto riguarda possibili variazioni nello spettro di impurezze (es. endotossine per prodotti ottenuti da cellule batteriche; contaminanti di origine cellulare o agenti avventizi per prodotti ottenuti da linee cellulari; sostanze chimiche usate per la purificazione, come cloruro di cesio, nel caso di virus).

Nel caso di vettori virali deficienti per la replicazione sono essenziali saggi di sensibilità adeguata per la rivelazione di forme competenti per la replicazione a stadi opportuni durante i processi di produzione e di purificazione, sia nei supernatanti che nei sedimenti.

Se il prodotto da somministrare è costituito da cellule prelevate dal paziente, geneticamente modificate e reintrodotte nel paziente stesso entro un breve periodo di tempo, è necessario aver dimostrato che il procedimento di manipolazione in vitro assicuri l'assenza di contaminazione da agenti avventizi.

Dovrà essere documentata (come per altri prodotti ottenuti con la tecnologia del DNA ricombinante) la qualità di tutti i reagenti e componenti usati durante la produzione e la purificazione (es. certificato di origine per il siero fetale di vitello). E' altresi da evitare l'uso di sostanze che possono provocare ipersensibilità in alcuni individui (es. penicillina o altri antibiotici (-lattamici).

Dovranno essere indicati i limiti accettabili di variabilità nella resa del processo di ottenimento del prodotto finale.

4. Caratterizzazione della qualità del prodotto

E' essenziale una rigorosa caratterizzazione del prodotto attraverso l'uso di diverse metodiche biologiche, biochimiche, molecolari, immunologiche, immunochimiche e dovranno essere forniti i risultati di saggi per dimostrare l'omogeneità e l'integrità del materiale genetico presente nella preparazione finale.

  Deve essere accertato il grado di purezza del prodotto da somministrare, giustificando il livello di contaminazioni considerato accettabile. Dovranno essere indicati limiti superiori stringenti per ogni contaminante identificabile. Dovranno essere indicati i criteri che conducono all'accettazione o allo scarto di una preparazione. Nel caso di vettori virali deficienti per la replicazione sono essenziali saggi per dimostrare l'assenza di forme competenti per la replicazione, con indicazione dei relativi limiti di sensibilità.

Gli studi molecolari, biologici e immunologici intesi a caratterizzare il prodotto e a rivelare e identificare impurezze o contaminazioni dovranno essere eseguiti su di un numero sufficiente di preparazioni indipendenti, al fine di garantirne la riproducibilità, e quindi la possibilità di sperimentazione clinica su più soggetti in condizioni comparabili.

5. Documentazione preclinica della tollerabilità del prodotto
Per i prodotti che utilizzano vettori virali o che sono costituiti da DNA nudo o complessato dovrà essere presentata documentazione relativa alla tollerabilità del prodotto in opportuni sistemi animali. La scelta delle specie animali per la valutazione preclinica di tollerabilità dovrà avvenire sulla base della loro utilità come modello per la patologia considerata e per la misura dell'attività biologica del prodotto e, nel caso di vettori virali, sulla base della loro sensibilità all'infezione.  Altre considerazioni che potranno avere un peso nella scelta riguardano la possibilità di condurre uno studio significativo della risposta infiammatoria e immunologica indotta dal vettore (es. disponibilità di saggi per citochine).

Dovranno essere saggiate dosi scalari del prodotto, sia in somministrazione singola sia ripetuta, in modo da poter costruire una curva dose/effetto tossico. Poiché la via di somministrazione può modificare la tollerabilità, questi studi dovrebbero essere condotti utilizzando la stessa via di somministrazione prevista per l'applicazione clinica. Ove ciò non fosse possibile (ad esempio a causa della piccola taglia delle specie animali utilizzabili) la via di somministrazione dovrà essere scelta in modo da approssimare il più possibile quella prevista per l'applicazione clinica.

Dovranno essere inclusi studi volti a determinare la localizzazione del prodotto somministrato e la sua presenza anche in organi o tessuti non-bersaglio (in particolare, la linea germinale), la persistenza sia del materiale genetico che del suo prodotto nei vari tessuti, la possibile mobilizzazione del materiale genetico (ad esempio a seguito di ricombinazione in vivo con virus parentale), nonché la possibilità di disseminazione ("shedding").

6. Documentazione preclinica dell'efficacia del prodotto

Dovranno essere forniti i risultati di saggi che permettano di valutare almeno:

- l'efficienza di trasferimento del vettore in cellule in vitro;

- il livello di espressione del materiale genetico introdotto.

Ove possibile, dovrebbero essere eseguiti saggi che rivelino l'attività biologica, e non solo la presenza, del prodotto genico atteso.

In questi saggi dovrà essere ben caratterizzata la popolazione di cellule bersaglio. Si dovrà monitorare la variabilità del sistema biologico vettore/cellule riceventi, in particolare quando le cellule hanno diversa origine, e quando si segue l'espressione a lungo termine del materiale genetico transfettato. Ove possibile, simili studi di efficacia dovrebbero essere eseguiti in tessuti umani espiantati e mantenuti in vitro e/o in modelli animali (es. animali trapiantati con organi umani, animali transgenici). Dovranno anche essere eseguiti saggi per accertare la trascrizione tessuto-specifica (se attesa) e, se del caso, l'inducibilità del gene.

Sarebbe utile individuare opportune unità di misura dell'efficacia, ad esempio per unità di massa del DNA, al fine di caratterizzare l'attività specifica del prodotto, indicandone limiti accettabili di variabilità.

Nel caso di vettori virali deficienti per la replicazione andrà determinata, se possibile, l'infettività in rapporto al numero di particelle.

7. Protocollo clinico
Si dovranno dettagliare:

-Indicazioni su forma,modalità e tempi di somministrazione.

- Giustificazione della scelta del numero di soggetti da arruolare e di eventuali differenze nella forma, modalità e tempi di somministrazione tra gruppi di soggetti.

- Eventuale simultaneo trattamento con terapie convenzionali (o loro sospensione).

- Nel caso di malattie proliferative o nel caso di potenziale tumorigenicità dei vettori o delle cellule modificate usate per il trasferimento genico, indicazione delle misure intese a ridurre o eliminare le cellule neoplastiche.

- "End point" biochimici, fisiologici, patologici o clinici della sperimentazione.

- Piano temporale e descrizione dettagliata degli accertamenti da eseguire su ogni paziente. Descrizione delle procedure cliniche e dei saggi necessari per monitorare gli effetti della sperimentazione.

- Descrizione delle modalità con cui viene seguito l'inserimento del gene terapeutico e la sua espressione nelle cellule del soggetto, e delle tecniche con cui ne verrà accertato il confinamento alle cellule bersaglio.

- Nel caso di trattamento con vettori virali difettivi, descrizione delle modalità di accertamento di fenomeni di disseminazione ("shedding") e presenza di forme competenti per la replicazione nei tessuti del paziente.

- Indicazione di possibili rischi accidentali, modalità di prevenzione o contenimento, eventuali modificazioni nell'assistenza clinica al soggetto.

- In caso di morte, indicare quali studi post mortem possono essere necessari.

Nota.  Possibili conseguenze indesiderate dell'uso clinico di prodotti per terapia genica da considerare nella valutazione del protocollo clinico.

a)
Mutagenesi inserzionale. L'integrazione di materiale genetico esogeno nel genoma di cellule bersaglio può dare luogo a:

- inattivazione di un gene soppressore di tumori;

- cis o trans-attivazione di proto-oncogeni o altri geni capaci di promuovere proliferazione;

- variazioni nella capacità delle cellule a rispondere ad agenti quali fattori di crescita, citochine o ormoni, con conseguente acquisizione di potenziale tumorigenicità. Elementi importanti per la valutazione del protocollo clinico, che andranno opportunamente specificati, sono pertanto: il numero di copie introdotte per cellula e capaci di integrarsi a caso nel DNA, la necessità di applicazioni terapeutiche ripetute.

b)
Riattivazione di virus latenti.  Il protocollo clinico dovrà prendere in considerazione la possibile riattivazione nel paziente di virus latenti (quali virus herpes, Hepstein​Barr, citomegalovirus) e prevedere relativi adeguati controlli sia nella selezione dei pazienti che nel periodo di osservazione successivo alla terapia.

Altrettanto vale per la possibilità di complementazione nel paziente di vettori virali deficienti per la replicazione per la presenza di virus endogeni.

c)
Effetti immunitari. La sovraespressione del gene terapeutico, in particolare in organi o tessuti non-bersaglio, può portare ad una attivazione indesiderata del sistema immune (es. risposte infiammatorie croniche, conseguenze di tipo autoimmune). Dovrà essere presa in considerazione l'immunogenicità del prodotto del gene introdotto, indipendentemente dal fatto che il meccanismo di azione previsto sia mediato o meno dalla risposta immune.  Lo stato immunitario del paziente nei confronti di vettori virali potrà costituire un criterio importante di inclusione o esclusione.

d)
Mobilizzazione del materiale genetico.  La competenza alla replicazione recuperata in vivo a seguito di co- o super​infezione del paziente con virus correlati, oppure a seguito di eventi di ricombinazione con sequenze virali endogene, può portare alla mobilizzazione del materiale genetico verso cellule non-bersaglio (es. cellule della linea germinale), o alla sua diffusione al personale della clinica, ai familiari del paziente o ad altri.  Nel protocollo clinico dovranno essere descritte le misure adatte a riconoscere e a minimizzare questi rischi.

8. Reclutamento e selezione dei soggetti
- Descrizione dei criteri di inclusione con particolare attenzione: 1) alla eliminazione dei rischi di trasferimento del materiale genetico modificato alla linea germinale e al feto, 2) allo stato immunitario dei soggetti in relazione al vettore virale usato, e con la consapevolezza che l'arruolamento di bambini è consentito solo nel caso in cui sia indispensabile e non sia possibile ottenere le stesse informazioni con soggetti adulti o con altri metodi.

- Descrizione dei criteri di esclusione.

9. Follow-up
- Indicare le modalità con cui il soggetto verrà seguito, una volta finita la sperimentazione, con quale frequenza, per quale durata.

10. Consenso informato
La richiesta di consenso informato deve seguire le disposizioni generali in materia.

Il soggetto interessato o il suo tutore, in caso di bambini, deve avere l'opportunità di ottenere il parere di esperti indipendenti prima o anche dopo il rilascio del consenso.

Il consenso deve riguardare non solo gli aspetti propri della ricerca ma anche il trasferimento, in forma anonima, di ogni informazione personale del partecipante alle autorità di controllo, che sono tenute al segreto professionale.

E'necessario, inoltre, indicare esplicitamente nel modello di consenso informato:

- Se la partecipazione alla ricerca offra o meno la possibilità di un beneficio clinico.

- Se e per quanto tempo il paziente dovrà essere mantenuto in isolamento e in base a quali criteri potrà uscirne.

- Se il paziente dovrà praticare misure contraccettive in considerazione dei rischi per la prole.

- Se e in che modo viene modificata l'assistenza clinica del soggetto, rispetto ad eventuali terapie standard, e se il soggetto debba essere sottoposto ad ulteriori procedimenti invasivi.

- Se la ricerca preveda un "follow up" per tutta la durata della vita del soggetto, eventualmente esteso anche alla sua prole, e quali ne siano le ragioni.

Copia del modello di consenso informato deve essere allegata alla domanda.

Il consenso informato deve essere rilasciato anche dal personale medico e paramedico direttamente coinvolto nella ricerca.

11. Diritto alla riservatezza
Indicare quali misure saranno adottate per garantire la riservatezza dei soggetti e dei loro familiari.

12. Considerazioni in termini di salute pubblica
- Indicare quali sono le possibilità teoriche che il vettore contenente il DNA modificato possa propagarsi oltre il bersaglio previsto (es. diffusione di vettori competenti per la replicazione, ricombinazione con virus "helper", ecc.).

- Indicare le misure intese a minimizzare o eliminare il rischio di diffusione del costrutto contenente le sequenze modificate ad altri individui o nell'ambiente.

- Indicare quali saggi sono previsti per controllare una eventuale diffusione del costrutto al di fuori del soggetto della sperimentazione.

- Indicare se e per quanto tempo il paziente dovrà essere mantenuto in isolamento e in base a quali criteri potrà uscirne.

- Indicare i criteri di selezione del personale medico e paramedico che può venire in contatto col paziente e con suo materiale biologico.

- Indicare come tale personale viene informato del protocollo sperimentale.

- Indicare eventuali accertamenti da eseguirsi sul personale.

13. Qualificazione del personale coinvolto nella ricerca
Accludere il curriculum vitae et studiorum dei ricercatori e dei clinici coinvolti nella ricerca, con particolare riferimento all'esperienza maturata nel campo specifico della sperimentazione in oggetto.

14. Strutture cliniche e loro organizzazione
- Fornire una descrizione dettagliata (includere una pianta) delle strutture in cui sarà svolta la sperimentazione.

- Fornire indicazioni sulle misure fisiche e sulle procedure atte a contenere la propagazione di agenti potenzialmente patogeni (es. barrieramento con sistemi a flusso di aria sterile, misure di sicurezza per il trasporto e la manipolazione di campioni o per lo smaltimento di rifiuti biologici, ecc.).

15.  Parere del Comitato etico locale
Nella documentazione da inviare potrà essere incluso il parere del Comitato etico lo​cale relativo alla proposta di sperimentazione.

Comunicazione alla autorità competente
Il responsabile scientifico della sperimentazione è tenuto a dare comunicazione all'Istituto Superiore di Sanità dell'inizio della sperimentazione e del numero dei soggetti reclutati.

Il responsabile scientifico della sperimentazione è tenuto a dare immediata comunicazione per iscritto all'Istituto Superiore di Sanità di qualunque effetto tossico o contrario o indesiderato riscontrato e ogniqualvolta un saggio di controllo per la presenza di virus competente per la replicazione dia risultato positivo, per tutta la durata della sperimentazione e se del caso per il periodo di "follow up" previsto.

Il responsabile scientifico è tenuto a presentare all'Istituto Superiore di Sanità una dettagliata relazione in duplice copia con cadenza annuale dall'inizio della sperimentazione, nella quale siano compresi tutti i dati raccolti ancorché negativi.

E' auspicabile che i dati raccolti nel corso della sperimentazione siano pubblicati su riviste scientifiche internazionali accreditate, ma l'eventuale pubblicazione non può sostituire in alcun modo la relazione annuale, della quale invece può fare parte integrante.

Decadenza dalla autorizzazione alla sperimentazione
Oltre ai casi già previsti dalle vigenti leggi in materia, l'autorizzazione alla sperimentazione clinica decade se entro un anno dal suo rilascio la sperimentazione non è effettivamente cominciata, a meno di accettabili giustificazioni.  

L'autorizzazione alla sperimentazione clinica decade se per un periodo di un anno non è reclutato alcun soggetto, a meno di accettabili giustificazioni.

Altre norme vigenti
La preparazione, la conservazione e l'utilizzazione di prodotti per terapia genica che utilizzino vettori virali (anche se deficienti per la replicazione) o cellule geneticamente modificate ricadono sotto il Decreto legislativo n. 91 del 3/ 3/1993, che prescrive la notifica degli impianti dove tali operazioni avvengono (laboratori, stabulari, camere di degenza), nonché la notifica delle operazioni stesse. Pertanto qualsiasi autorizzazione alla sperimentazione clinica sarà condizionata dall'ottemperanza al disposto del decreto citato.

Nei casi di cui sopra dovrà essere documentata l’avvenuta notificazione al Ministero della Sanità sia dell'impianto (camere di degenza, laboratori, stabulari) sia delle operazioni che si intende svolgere, con indicazione del numero di protocollo assegnato alle notifiche. Se già ottenuti, dovranno essere altresi allegati i relativi provvedimenti di assenso emessi dallo stesso Ministero.

L'utilizzazione terapeutica che preveda la somministrazione per aerosol di virus ricombinanti (anche se deficienti per la replicazione) ricade, inoltre, sotto il Decreto legislativo n. 92 del 3/3/1993, relativo all'immissione di organismi ricombinanti nell'ambiente (a meno che tale somministrazione non sia effettuata in locali e con modalità tali da escludere qualsiasi emissione esterna delprodotto utilizzato per aerosol).

Le responsabilità del datore di lavoro nei confronti dei lavoratori esposti a rischi da agenti biologici sono oggetto del Titolo VIII del Decreto legislativo n.626 del l9/9/1994. Queste includono l'obbligo di comunicazione del tipo di agente biologico utilizzato all'organo di vigilanza territorialmente competente o (nei casi di maggior rischio) al Ministero della Sanità; l'obbligo di eseguire una valutazione preventiva dei rischi; l'obbligo di rendere edotto il personale dei rischi cui può essere esposto; l'obbligo di mettere in atto misure preventive adeguate, di registrare eventi accidentali, ecc.

(**) Obbligatoria per lavori in categoria di contenimento 2 e 3


(***) Obbligatoria per notifiche di MOGM di gruppo II


(****) Non  richiesta se si prevede di utilizzare solo MOGM di gruppo I in operazioni di tipo A


�	La nozione di classe di rischio delle attività è propria della recente revisione della Direttiva 90/219/CEE sull'impiego confinato di MOGM.
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