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onNbERWERP  Advies: Inschaling van werkzaamheden met gg-influenza A/Udorn/307/72

Geachte mevrouw Huizinga,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende een wijzigingsverzoek van vergunning IG 05-
097/05 met de titel ‘Identificatie en karakterisering van bacteriéle componenten’ van de Stichting
Katholieke Universiteit, UMC St. Radboud, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting

De COGEM is verzocht te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch
gemodificeerde (gg-) influenza A virussen die gebaseerd zijn op de influenza A/Udorn/307/72 en
A/Puerto Rico/8/34 virussen. De aanvrager wil met deze gg-influenza A virussen het effect
bestuderen van verschillende virale eiwitten op de gevoeligheid van door virus geinfecteerde cellen
voor bacterién. De aanvrager wil de laboratoriumwerkzaamheden uitvoeren op ML-II
inperkingsniveau.

De COGEM is van mening dat werkzaamheden met gg-influenza A virussen op ML-II niveau
ingeschaald kunnen worden als het virus waarop deze ggo’s gebaseerd zijn, kan worden
geclassificeerd als een sterk geattenueerd virus. Zoals al eerder aangegeven, beschouwt de
COGEM het influenza A/Puerto Rico/8/34 virus als een laagpathogeen virus. Voor de
voorgenomen werkzaamheden met de gg-influenza A/Puerto Rico/8/34 virussen kan de COGEM
derhalve instemmen met een inschaling op ML-II inperkingsniveau. Daarbij adviseert zij de
aanvullende voorschriften te hanteren, die zij in haar generieke advies geformuleerd heeft voor dit
type werkzaamheden.

Op basis van de aangeleverde gegevens en de wetenschappelijke literatuur is de COGEM van
mening dat de attenuatie van de influenza A/Udorn/307/72 onvoldoende bewezen is, om een
classificatie als laagpathogeen virus te rechtvaardigen. Derhalve kan de COGEM op dit moment
niet instemmen met een inschaling van de voorgenomen werkzaamheden met gg- influenza
A/Udorn/307/72 op ML-II inperkingsniveau. Conform de reguliere classificatie van influenza A
virussen in pathogeniteitsklasse 3, adviseert de COGEM de werkzaamheden met de gg-influenza
A/Udorn/307/72 derhalve in te schalen op inperkingniveau ML-III. Om eventuele risico’s verder te
beperken adviseert de COGEM daarbij enkele aanvullende voorschriften te hanteren.

Op bovengenoemde inperkingsniveau’s en onder navolging van gestelde voorschriften acht de
COGEM de risico’s voor mens en milieu die verbonden zijn aan de werkzaamheden met deze gg-
influenza A virussen verwaarloosbaar klein.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies treft u hierbij
aan als bijlage.

Hoogachtend,
O\< —

Prof. dr. ir. Bastiaan C.J. Zoeteman
Voorzitter COGEM

c.c. Drs. H.P. de Wijs
Dr. I. van der Leij



Inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerde
influenza A/Udorn/307/72

COGEM advies CGM/100830-02

Inleiding

De COGEM is verzocht te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch
gemodificeerde (gg-)influenza A virussen die gebaseerd zijn op de backbone van influenza
A/Udorn/307/72 en influenza A/Puerto Rico/8/34. De aanvrager, het UMC st Radboud, verzoekt
de gg-influenza A virussen aan haar vergunning IG 05-097/05 met de titel “Identificatie en
karakterisering van bacteri€le componenten” toe te voegen. Met behulp van de gg-influenza
virussen wil de aanvrager het effect bestuderen van verschillende virale genproducten op de
gevoeligheid van virusgeinfecteerde cellen voor bacteriéle infecties. Voor dit doel worden animale
cellen geinfecteerd met gg-influenza A virussen gevolgd door een infectie met bacteri€le micro-
organismen. Vervolgens wordt het effect van deze infectie op de cellen en de adhesie en invasie
van de micro-organismen bepaald. De aanvrager beschouwt beide influenza A stammen als
geattenueerde virussen en heeft verzocht de genoemde werkzaamheden met de gg-influenza A
virussen op ML-II inperkingsniveau uit te mogen voeren.

Influenza A virussen
Het influenzavirus, in de volksmond beter bekend als het griepvirus, wordt van persoon tot
persoon overgedragen door hoesten of niezen. Het is een RNA virus dat behoort tot de familie
Orthomyxoviridae. Het virus is onderverdeeld in drie typen, influenza A, B en C."? Alleen het
Influenza A virus kan zowel mensen, vogels als zoogdieren infecteren. Het genoom van het
Influenza A virus bestaat uit acht unieke genoomsegmenten die coderen voor tien eiwitten,
waaronder hemagglutinine (HA) en neuraminidase (NA). De HA en NA eiwitten spelen een
belangrijke rol bij de gastheerspecificiteit en de aanmaak van antistoffen tegen het virus.’
Classificatie van influenzavirussen vindt plaats op basis van de aanwezige HA en NA
subtypen. In totaal zijn er voor het Influenza A virus 16 verschillende haemagglutinine subtypen
(H1 t/m H16) en 9 verschillende neuraminidase subtypen (N1 t/m N9) bekend. Bij vogels komen
alle subtypen voor. Bij de mens komen voor zover bekend alleen de H1, H2, H3, HS5, H7, H9, N1
en N2 subtypen voor.*”

Pathogeniteit van influenza A virussen

De pathogeniteit van influenza A virussen wordt door een aantal factoren bepaald. De eiwitten die
bijdragen aan de virulentie zijn het niet-structurele eiwit NS1, de polymerase eiwitten PA, PB1 en
PB2 en de HA en NA eiwitten."*"! Uit onderzoek is gebleken dat één aminozuurverandering in
het PB2 eiwit voldoende is om een van oorsprong laag virulente virusstam virulent te maken.>*”"?
Het HA eiwit heeft een specifieke klievingplaats voor een cellulair protease. Voor de infectiviteit

van het virus is het splitsen van het HA eiwit in HA1 en HA2 een belangrijke stap. Het
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betreffende protease is voornamelijk actief in epitheelcellen van de luchtwegen, waardoor deze
cellen vatbaar zijn voor het virus. Een verandering van enkele aminozuren in een serie basische
aminozuren in deze klievingplaats zorgt ervoor dat ook andere proteasen (PC1 en furine), die
actief zijn in andere cellen, het HA eiwit kunnen klieven.*”'> Hierdoor verandert de specificiteit
en gastheer-bereik van het virus, maar ook de pathogeniteit.>*"* Uit de influenzavirus-uitbraken in
het verleden blijkt dat de aanwezigheid van een polybasische klievingsplaats in het HA eiwit een
belangrijke aanwijzing is voor de pathogeniteit van het virus. Dit kenmerk is echter niet aanwezig
in de hoogpathogene influenzastam uit 1918, die verantwoordelijk is voor de Spaanse griep.'*"’
De gastheerspecificiteit van het influenzavirus wordt onder meer bepaald door het HA eiwit.
De aviaire influenza A virussen binden via het HA eiwit voornamelijk aan het siaalzuur o2,3-
galactose. De humane influenza A virussen binden met name aan het siaalzuur o2,6-galactose dat
onder andere op de epitheelcellen aanwezig is van de neus, de keel en de hogere luchtwegen.'>'**’
Het verschil in herkenning van het HA eiwit voor de receptor is gelegen in slechts twee
aminozuren van het HA eiwit. Een mutatie hierin kan ervoor zorgen dat een influenzavirus dat
alleen vogels als gastheer heeft, ook in staat is om humane cellen te infecteren en vice versa. In
varkens worden beide typen receptoren veelvuldig aangetroffen, waardoor zij gevoelig zijn voor
infectie met influenza virussen van verschillende gastheren. Deze dieren worden daarom als
mengvat gezien voor het ontstaan van potenti€le pathogene influenzavirussen. Hierbij dient te
worden opgemerkt dat onlangs duidelijk is geworden dat de mens en het varken voor beide
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receptoren een vergelijkbaar expressiepatroon hebben. ™

De gg-influenza A virussen

Voor de bestudering van het effect van verschillende virale genproducten op de gevoeligheid van
virusgeinfecteerde cellen voor bacteri€le infecties wil de aanvrager gebruik maken van de
influenza A/Puerto Rico/8/34 en influenza A/Udorn/307/72 stammen en afgeleiden daarvan.

Influenza A/Puerto Rico/8/34 is een HIN1 influenza virus waarvan uit de wetenschappelijke
literatuur blijkt dat het niet virulent is voor mensen.”"** De aanvrager merkt op dat het HA eiwit
van dit type Influenza A virus voornamelijk bindt aan het siaalzuur o2,3-galactose, waardoor
influenza A/Puerto Rico/8/34 voor een humane infectie aangewezen is op de lagere luchtwegen.

A/Udorn/307/72 is een humaan H3N2 influenza virus dat in 1972 geisoleerd is tijdens een
seizoensgebonden griepuitbraak in Rusland. Het wildtype influenza A/Udorn/307/72 bindt via het
HA eiwit zowel het siaalzuur 02,3-galactose als het siaalzuur o2,6-galactose. Hierdoor infecteert
het niet alleen de lagere luchtwegen, maar ook de neus, keel en bovenste luchtwegen.” De H3N2
en HIN1 virussen behoren tot de influenzavirussen die jaarlijks epidemieén veroorzaken in de
bevolking.

De aanvrager wil gaan werken met vier recombinante virussen die op de influenza A/Puerto
Rico/8/34 stam gebaseerd zijn. Twee van deze recombinante virussen bevatten zeven
gensegmenten, die afkomstig zijn van influenza A/Puerto Rico/8/34 en één gensegment, hetzij N2
hetzij H3, van influenza A/Udorn /307/72. De andere twee recombinanten bevatten alle
gensegmenten van A/Puerto Rico/8/34 waarbij het niet-structurele eiwit 1 (NS1) gefuseerd is met
het zogenaamde ‘Green fluorescent protein’ of het zogenaamde ‘mCherry fluorescent protein’.
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Door de introductie van het HA-coderende gensegment van influenza A/Udorn /307/72 in
influenza A/Puerto Rico/8/34 zal een uitbreiding van het tropisme optreden.

De aanvrager wil tevens gebruik maken van vier vergelijkbare recombinante virussen die
gebaseerd zijn op influenza A/Udorn/307/72. Twee recombinanten bevatten zeven gensegmenten
afkomstig van influenza A/Udorn/307/72 en één gensegment (N1 of H1) van influenza A/Puerto
Rico/8/34 en twee recombinanten bevatten alle acht gensegementen van influenza
A/Udorn/307/72, waarin het niet-structurele eiwit 1 (NS1) gefuseerd is met het zogenaamde
‘Green fluorescent protein’ of het ‘mCherry fluorescent protein’. De aanvrager stelt dat het
tropisme van de A/Udorn/307/72 reassortant met het HA-coderende gensegment van A/Puerto
Rico/8/34 beperkt zal zijn tot de cellen in de lagere luchtwegen.

Eerder COGEM advies

In 2004 heeft de COGEM geadviseerd over de classificatie van influenza A virussen.”® De
COGEM heeft destijds geadviseerd om de ggo activiteiten met influenza A virussen in te delen in
pathogeniteitsklasse 3, aangezien influenza A virussen in staat zijn om zich op een relatief
eenvoudige manier aan te passen tot hoogpathogene stammen én omdat deze virussen een
potentieel gezondheidsrisico voor mens en dier vormen. Deze indeling houdt onder andere in dat
de ggo activiteiten minimaal uitgevoerd dienen te worden op ML-III of DM-III niveau, waarbij
afthankelijk van het type werkzaamheden aanvullende eisen gesteld kunnen worden, zoals
adembescherming, vaccinatie en toepassing van antivirale middelen.

Tot op heden is de COGEM in haar adviezen over werkzaamheden met gg-influenza A virussen
drie maal van bovengenoemde inschaling afgeweken. Het betrof werkzaamheden met
recombinanten die gebaseerd waren op influenza A/Puerto Rico/8/34 (HINI), influenza
A/WSN/33 (HIN1) influenza A/Port Chalmers/1/73 (H3N2) en influenza A/Leningrad/134/17/57
(H2N2).2723931 Aangezien bovengenoemde virussen sterk verzwakt zijn, was de COGEM van
mening dat de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein waren, indien de voorgenomen
laboratoriumwerkzaamheden onder enkele aanvullende voorschriften op ML-II inperkingsniveau
uitgevoerd zouden worden. In 2006 heeft de COGEM een generiek advies uitgebracht over onder
meer de te hanteren aanvullende voorschriften bij werkzaamheden met verzwakte genetisch
gemodificeerde influenza A virussen op ML-II niveau.”

Samengevat, moet er aan drie voorwaarden worden voldaan voordat de COGEM
laboratoriumwerkzaamheden met recombinante influenza A virussen inschaalt op ML-II
inperkings niveau. De voorwaarden zijn:

- de genetisch gemodificeerde influenza A virussen bestaan uit minimaal zes
genoomsegmenten afkomstig van een niet-virulente verzwakte laboratoriumstam in
combinatie met é€n of twee genoomsegmenten van andere influenzavirussen,

- de heterologe gensegmenten zijn volledig gekarakteriseerd,

- voor heterologe HA-coderende gensegmenten geldt dat de aanwezigheid van een
polybasische klievingsplaats is uitgesloten.
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Daarbij heeft de COGEM geadviseerd bij werkzaamheden onder ML-II niveau de volgende
aanvullende voorschriften te hanteren:
- open handelingen vinden plaats in een veiligheidskabinet klasse-II,
- medewerkers met griepsymptomen dienen te worden uitgesloten van deelname aan de
werkzaamheden,
- het dragen van handschoenen is verplicht,
- medewerkers dienen een mond- en neuskapje (Europees CE gecertificeerd EN143 P2 of
EN149 FFP2) te dragen 6f gevaccineerd te zijn.

Specifiek voor werkzaamheden met kippeneieren heeft de COGEM daar nog de volgende
voorschriften aan toegevoegd:
- geinfecteerde eieren worden in een gesloten vloeistofdichte doos in een stoof bebroed,
- de dozen worden uitsluitend geopend in een veiligheidskabinet klasse-II. Bij eventuele
breuk van een ei wordt de gesloten doos in zijn geheel geautoclaveerd.

Overweging en advies

De gg-influenza A/Puerto Rico/8/34 virussen

Zoals hierboven beschreven, is de COGEM van mening dat handelingen met genetisch
gemodificeerde influenza A virussen onder inperkingsniveau ML-II plaats kunnen vinden als de
virussen laagpathogeen zijn. De COGEM heeft het influenza A/Puerto Rico/8/34 reeds in 2005
geclassificeerd als een sterk geattenueerd influenza A virus.”’ De aanvrager wil onder andere gaan
werken met gg-influenza A virussen die minimaal zeven gensegmenten van influenza A/Puerto
Rico/8/34 bevatten. Daarbij is het heterologe HA-coderende gensegment dat een van de
reassortanten bevat afkomstig van influenza A/Udorn/307/72. Dit HA eiwit bevat geen
polybasische klievingsplaats.” Bovendien is de aanvrager niet van plan gensegmenten te
gebruiken die niet volledig gekarakteriseerd zijn. Op basis van deze gegevens adviseert de
COGEM de werkzaamheden met de ggo’s die op het influenza A/Puerto Rico/8/34 virus
gebaseerd zijn, in te schalen op ML-II inperkings niveau en daarbij de bovengenoemde
aanvullende voorschriften te hanteren.

De gg-influenza A/Udorn/307/72 virussen

Influenza A/Udorn/307/72 is net als influenza A/Puerto Rico/8/34 een relatief oud
seizoensgebonden virus, dat al decennia lang in de humane populatie circuleert. De aanvrager
leidt daaruit af dat de humane populatie een zogenaamde kudde-immuniteit heeft opgebouwd
tegen dit virus. De COGEM merkt op dat er geen gegevens overlegd worden in welke mate deze
immuniteit in de populatie aanwezig is. Bovendien is de COGEM van mening dat de
aanwezigheid van kudde-immuniteit geen directe informatie levert over de mogelijke pathogene
eigenschappen van de influenza A/Udorn 307/72 stam.
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De aanvrager meldt dat het influenza A/Udorn/307/72 virus meer dan 50 maal gepasseerd is in
muizen en kippeneieren. Hij vermoedt dat de stam hierdoor net als influenza A/Puerto Rico/8/34
significant geattenueerd is voor replicatie in mensen en er geen transmissie tussen mensen op kan
treden. De aanvrager overlegt data over de replicatie van beide stammen na intranasale inoculatie
van muizen. Hieruit blijkt dat de replicatie van influenza A/Udorn/307/72 in de neus en longen
van het geteste muismodel niet hoger is dan de replicatie van de sterk geattenueerde influenza
A/Puerto Rico/8/34 stam. Ook de geteste reassortante influenzavirussen van beide stammen laten
geen hogere replicatie zien dan de wildtype ouderstammen.

De COGEM merkt op dat de mogelijke attenuatie van het influenza A/Udorn/307/72 virus niet is
onderzocht in bijvoorbeeld fretten. Deze dieren worden algemeen beschouwd als een adequaat
proefdiermodel om de mogelijke attenuatie van influenzavirussen te bestuderen. Hoewel de
COGEM niet bekend is met studies waarin de virulentie van influenza A/Udorn/307/72 uitvoerig
is onderzocht, wordt een infectie van influenza A/Udorn/307/72 in hamsters, doodskopaapjes en
fretten wel geassocieerd met ziekteverschijnselen zoals koorts.” In het verleden zijn de
mogelijkheden van de influenza A/Udorn/307/72 stam als kandidaat vaccin enkele malen
onderzocht. In de wetenschappelijke literatuur wordt hierover opgemerkt dat zelfs een
enkelvoudige temperatuurgevoelige mutant van influenza A/Udorn/307/72 onvoldoende

. . . 3435
geattenueerd is om als vaccin te kunnen dienen.**?

Gezien bovenstaande overwegingen, is de COGEM van mening dat er op dit moment geen
overtuigend bewijs is waarmee een classificatie van de influenza A/Udorn/307/72 stam als
laagpathogeen influenza A virus voldoende onderbouwd wordt. De COGEM adviseert daarom dat
laboratoriumactiviteiten met recombinante influenza A virussen gebaseerd op influenza
A/Udorn/307/72 op ML-III inperkingsniveau in te schalen. Om eventuele risico’s verder te
beperken, adviseert de COGEM daarbij de volgende aanvullende voorschriften te hanteren:
- open handelingen vinden plaats in een veiligheidskabinet klasse-II,
- medewerkers dienen gevaccineerd te zijn tegen humaan Influenza A virus,
- medewerkers met griepsymptomen dienen te worden uitgesloten van deelname aan de
werkzaamheden,
- het dragen van handschoenen is verplicht,
- medewerkers dienen een mond- en neuskapje (Europees CE gecertificeerd EN143 P2
of EN149 FFP2) te dragen.

Conclusie
In het geval van de gg-influenza A/Puerto Rico/8/34 virussen adviseert de COGEM de
voorgenomen werkzaamheden in te schalen op ML-II inperkingsniveau. Indien de
werkzaamheden op dit inperkingniveau worden uitgevoerd en de daarbij voorgeschreven
aanvullende voorschriften worden gehanteerd, acht de COGEM de veiligheid voor mens en milieu
afdoende gewaarborgd.

Wat betreft de gg-influenza A/Udorn/307/72 virussen acht de COGEM het noodzakelijk dat de
werkzaamheden uitgevoerd worden op ML-III niveau. Op dit inperkingsniveau en onder

COGEM Advies: CGM/100830-02 5



navolging van de genoemde aanvullende voorschriften acht de¢ COGEM de risico’s voor mens en

milieu die verbonden zijn aan de werkzaamheden met deze virussen verwaarloosbaar klein.
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