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oNDERWERP  Advies: aanvullende informatie klinische studie mgtMVA-HA vaccin

Geachte heer Atsma,

Naar aanleiding van een adviesvraag over aanvdlendformatie betreffende de
vergunningaanvraag IM 12-001 met de titel ‘MVA-bdseecombinant influenza vaccines
encoding influenza virus hemagglutinins’ van headtnus MC, deelt de COGEM u het volgende
mee.

Samenvatting

De COGEM is gevraagd te adviseren ovaanvullende informatie betreffende ¢
vergunningaanvraag voeen klinische studie met een vaccin dat beschermiogt bieden tege
een infectie door het griepvirus. Het vaccin (gg-MWA) bestaat uit een genetisch gemodifice¢
Modified Vaccinia virus Ankaraat codeert voor het zogenaamde hemagglutinine @i} van
het griepvirusDe aanvrageverzoekt daarbij alle van nature voorkomende HAarden te moge
gebruiken. In de studie wordt gekeken naar de gheid van dit vaccin in de mens ele
afweerreactie die het vaccin initieert.

In haar eerste advies over deze vergunningaanwaagle COGEM van mening dat de risic
voor mens en milieu bij voorgenomen klinische studnet gg-MVAHA waarschijnlijk
verwaarloosbaar klein zijn. Op basis van de beperkiformatie over de moleculai
karakterisering van het ggo was de COGEM echter inisstaat de identiteit van héd tester
vaccin te verifiéren. Derhalve kon zij geen einde@l geven ovede milieurisico’s van d
voorgenomen klinische studie.

Naar aanleiding van dit advies heeft de aanvraggeramentele gegevens aangeleverd
betrekking tot de moleculaire karakterisering van eeeds geproduceerde gg-MVW& variant.
Gebaseerd op deze nieuwe gegevens concludeert GEXZ@at het geproduceerde gg-MVAA
moleculair overeenkomt met het door de aanvragechreven ggo. Voor nog te produceren ¢g-
MVA-HA varianten is deze informatie nog niet beschikb&e COGEM acht het noodzakel
dat voorafgaand aan het gebruik van deze variaerlfde angses worden uitgevoerd en
aanvrager zich ervan vergewist dat simjuentie van deze varianten, afgezien van het &tA
overeenkomt met de reeds geproduceerde gg-MMAversie. Als daaraan is voldaan, acht
COGEM de risico’s voor mens en milieu aan voorgemorklinische studie met gg-MVAA
vectoren die coderen voor een van de verschillet&lgarianten verwaarloosbaar kle
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De door de COGEM gehanteerde overwegingen en éatitwoortvioeiende advies treft u hierbij
aan als bijlage.

Hoogachtend,
Ok — O

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

c.c. Drs. H.P. de Wijs, Hoofd Bureau ggo
Dr. I. van der Leij, Ministerie lenM

Met het oog op eventuele belangverstrengelingen is het COGEM lid prof. dr. RA.M. Fouchier
niet betrokken geweest bij de beduitvorming over dit advies.
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Aanvullende informatie voor klinische studie met gg-MVA-HA
vaccin

COGEM advies CGM/120928-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over nieuwe nnébie die is aangeleverd met betrekking
tot een vergunningaanvraag voor een fase | klieissfudie met een genetisch gemaodificeerd
Modified Vaccinia virus Ankara(gg-MVA-HA). In deze studie worden de vrijwilligers
gevaccineerd met het gg-MVA-HA dat codeert voor Hemagglutinine eiwit (HA) van een van
de 16Influenza-A-virus HA subtypes. De aanvraag omvat in principe de iij&geid om iedere

in de natuur voorkomende HA variant te testen, meetr gg-MVA-HA zal slechts één HA
subtype tegelijkertid herbergen en de verschikendaccins worden in deze studie niet
gecombineerd. De aanvrager wil met behulp van wwwmen studie inzicht krijgen in de
veiligheid van deze vaccins in de mens. Daarnadsidev aanvrager in deze studie ook de
afweerreactie bestuderen die het vaccin induceert.

1.1 Modified Vaccinia virus Anakara

MVA is een zeer verzwakte vorm van het VacciniaisiAnkara, dat behoort tot de familie van de
Poxviridae.! Het genoom bestaat uit één lineair dubbelstrenigé Enolecuul. Pokkenvirussen
repliceren als één van de weinige DNA virussen @t hytoplasma van de gastheercel,
onafhankelijk van de kern van de geinfecteerdé cel.

Het MVA is in de jaren zeventig ontwikkeld als vgipokkenvaccin door het Vaccinia virus
Ankara 570 keer te passeren op kippenembryofibstdata (CEF). Dit heeft geleid tot zes
belangrijke deleties, met een totale grootte vad@lbasenparen (ongeveer 9% van het genoom),
in verschillende regio’s van het genodfit.Door deze deleties is MVA niet meer in staat om te
repliceren in de meeste zoogdiercellen waarondenahe cellen® Het virus kan nog wel
recombinante genen tot expressie brengen in huellen, zodat het een geschikte vector voor
gentherapie is.

MVA is veelvuldig getest en gebruikt als vaccintezeft zijn veiligheid bewezen in meer dan
120.000 gevaccineerde persorieBe veiligheid van MVA is tevens aangetoond in HIV-
geinfecteerde personen en kankerpatiéhtéh!' In onderhavige studie wordt een afgeleide
gebruikt van de oorspronkelijke MVA stam. Het b#itleet zogenaamde MVA-F6-sfMR dat is
verkregen na 13 opeenvolgende passages van MVAEHs @vaaronder een aantal passages
onder serum-vrije condities.

1.2 Influenza A virus

Het Influenza A virus, in de volksmond beter bekend als het griepviugen negatief-strengig
RNA virus dat behoort tot de famili@rthomyxoviridae. ** Deze familie is onderverdeeld in vijf
genera, waarondénfluenzavirus A, B en C. Alleen hetInfluenzavirus A kan zowel mensen, als
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vogels en zoogdieren infecterr? Het genoom van héhfluenzavirus A bestaat uit acht unieke
genoomsegmenten die coderen voor tien eiwitten, romaer hemagglutinine (HA) en
neuraminidase (NA)

Typering van influenzavirussen vindt plaats op $asin de aanwezige HA en NA subtypen. In
totaal zijn er voor hdinfluenzavirus A 16 verschillende hemagglutinine subtypen (H1 t/b6)}en
9 verschillende neuraminidase subtypen (N1 t/m biRend. Bij vogels komen alle subtypen
voor. Bij de mens komen voor zover bekend alleerHde H2, H3, H5, H7, H9, N1 en N2
subtypen inheems vodt*°

In de studie wordt alleen gebruik gemaakt van decdderende sequenties. Het HA zorgt voor
binding van het virusdeeltje aan de gastheercehembraanfusie van het virusmembraan en het
endosomale membraan. Het HA speelt ook een bejamgol bij de aanmaak van antistoffen
tegen het virus’*®

2. Eerder COGEM advies

Aangezien de COGEM het gg-MVA-HA als apathogeenrvoens en dier aanmerkt en zij de
kans verwaarloosbaar klein acht dat er door recoatigi andere ggo’s kunnen ontstaan, was zij
van mening dat de risico’s voor mens en milieu d8ge klinische studie met gg-MVA-HA
waarschijnlijk verwaarloosbaar klein zijh.Op basis van de beperkte informatie over de
moleculaire karakterisering was zij echter nietstaat de identiteit van het te testen vaccin te
verifieren. De aanvrager gaf in beperkte mate gawelke wijze de identiteit van de gg-MVA-
HA vectoren vastgesteld zou worden en aan welker@ide batch moest voldoen. De resultaten
van de beschreven analyses werden echter nieiegdeiDoor de breedte van de aanvraag waren
ook nog niet alle te testen klinische batches gipreerd.

In het advies heeft de COGEM aangegeven dat ziyaetbelang acht dat het te testen gg-
MVA-HA in voldoende detail moleculair is gekaraktsmerd. Daarvoor acht zij een gedegen
sequentieanalyse van het insert en de flankeremgigesties in het te testen ggo noodzakelijk.
Bovendien werd het ontbreken van de gegevens ro&toende gecompenseerd door een
uitvoerige beschrijving van de assays die gebrazittiden worden om de vectorbatch te
karakteriseren en de criteria waaraan de batch twoédoen. Daarnaast heeft de COGEM erop
gewezen dat het mogelijk was dat 10% van de vitabbait andere (MVA) virusdeeltjes kon
bestaan dan het ggo. De oorsprong en identiteitdeae virusdeeltjes werden echter niet nader
gespecificeerd. Door de beperkte mate van molaeukairakterisering was het niet duidelijk of de
milieurisicoanalyse kon worden beperkt tot de besgn ggo’s, waardoor de COGEM geen
eindoordeel heeft gegeven over de milieurisicols waorgenomen klinische studie.

3. Overweging

Bij de introductie in het milieu van genetisch gelificeerde (gg) virussen acht de COGEM het
voor de milieurisico-analyse van belang dat de gectee samenstelling van een recombinant
virus in voldoende detail experimenteel is gekamakéerd en dat overtuigend bewijs hiervan
wordt overlegd. Op basis van deze informatie kasigesteld worden of het ggo overeenkomt met
zijn theoretische beschrijving. Een eerste vereistent een nauwkeurige beschrijving van de
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wijze waarop de constructie heeft plaatsgevondesrvdigens dient onder meer vastgesteld te
worden op welke locatie het insert is geintegrekogveel kopieén van het insert aanwezig zijn,
of er naast de ingebrachte eigenschap al dan eistiikkingen van het virale genoom hebben
plaatsgevonden, en of er vectorsequenties onbedipelgeinsereerd.

3.1. Constructie van het ggo

De gg-MVA-HA vectoren die de aanvrager wil bestaein de onderhavige klinische studie
worden alle op eenzelfde wijze door middel van tweenologe recombinaties geconstrueerd.
Daarvoor wordt gebruik gemaakt van een zogenaarsdettle-vector’ die het HA gen van
interesse en een markergen bevat. Deze genennzijjie ishuttle-vector omgeven door Del-llI
flankerende domeinen afkomstig uit MVA. Door dettlesvector samen met MVA in CEF cellen
te brengen kan door homologe recombinatie de esipassette met zowel het HA gen als het
marker gen in het MVA worden geinsereerd. Door ts&ede homologe recombinatie met een
tussen het HA gen en het marker gen gelegen Délalikerende ‘repeat’ wordt het marker gen
verwijderd en ontstaat het uiteindelijke gg-MVA-HA.

3.2 Moleculaire karakterisering van geproduceerd gg-MVA-HA

Naar aanleiding van het eerdere COGEM advies hidefaanvrager aanvullende informatie
aangeleverd met betrekking tot de moleculaire karedering van een reeds geproduceerde gg-
MVA-HA variant. Ten eerste is het insert en de Karende MVA sequenties van het gg-MVA-
HA gesequenced. Op basis van deze sequentie-intiero@ncludeert de COGEM dat het gehele
insert in het ggo aanwezig is en op de verwacl#atplin de deletie Il site van het MVA genoom
terecht is gekomen. Daarnaast heeft de aanvrageesdtaat overlegd van een analyse van het
genoom van het gg-MVA-HA op aanwezigheid van zogemde ‘backbone’ sequenties van de
gebruikte shuttle-vector. Hieruit kan worden afgeléat het gg-MVA-HA geen backbone DNA
bevat. Bovendien blijkt uit de aangeleverde infdiendat er slecht één kopie van het insert in het
genoom van het ggo aanwezig is.

De aanvrager heeft ook een alignement tussen hmtoge van gg-MVA-HA en MVA
uitgevoerd. Uit deze alignement blijkt dat er gegrote rearrangements of deleties zijn
opgetreden. Op basis van deze aanvullende infaemmieft de COGEM afdoende kunnen
verifieren dat het ggo dat de aanvrager voornement gebruiken in de klinische studie
overeenkomt met het beschreven gg-MVA-HA.

In haar eerdere advies over deze vergunningaanyreefy de COGEM opgemerkt dat op basis
van de opgegeven specificaties 10% van de te testesbatch uit andere (MVA) virusdeeltjes
kan bestaan dan het beschreven gg-MVA-HA. De oorgpen identiteit van deze virusdeeltjes
werden niet nader gespecificeerd. In reactie op dgmerking geeft de aanvrager aan dat de 10%
Zijn oorsprong heeft in de foutenmarge van de gktruest en het een vervuiling van het
preparaat betreft met MVA viruspartikels met hetspoonkelijke MVA genoom. Door het
gebruik van een gevoeligere PCR assay is de foaayeriager waardoor het theoretische niveau
van mogelijk aanwezige MVA virusdeeltjes in hetparaat is teruggebracht. De COGEM is van
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mening dat als het alleen MVA virusdeelties betrefit geen inviloed heeft op de
milieurisicobeoordelingZij acht deze opmerking hiermee afdoende afgehandeld.

Op basis van de aanvullende informatie voor de outdére karakterisering van het ggo is de
COGEM van mening dat de milieurisico’s van de idtrctie in het milieu van het op dit moment
geproduceerde en geanalyseerde gg-MVA-HA verwasiaar klein zijn.

3.3 Moleculaire karakterisering van andere gg-MVA-HA varianten

Naast het gebruik van de bovengenoemde gekaradeeds gg-MVA-HA variant verzoekt de
aanvrager ook gg-MVA-HA vectoren in de studie tegemw gebruiken die een ander van nature
voorkomend subtype HA bevatten. Deze varianten ammp eenzelfde manier door middel van
twee homologe recombinaties verkregen, waardocexgeessiecassette van het HA gen in het
zogenaamde deletie gebied Il van MVA wordt gectode De te testen klinische batches van
deze varianten zijn echter nog niet geproduceer@rerijn geen experimentele gegevens met
betrekking tot de moleculaire karakterisering adenged.

Op basis van alle aangeleverde informatie is de EXd®@an mening dat de milieurisico’s van
deze varianten verwaarloosbaar klein zijn, mitgdfftnde gg-MVA-HA'’s voldoen aan dezelfde
specificaties als bovenstaande variant en tijdenprdductie geen veranderingen in het genoom
optreden. Dat betekent dat er één kopie van de Xphessiecassette in de deletie gebied Il site
van het MVA genoom aanwezig dient te zijn, het ggen backbone DNA van de shuttle vector
bevat en het gg-MVA-HA geen deleties of rearrangemdaat zien ten opzichte van het
oorspronkelike MVA genoom. De vector moet daarorp eenzelfde wijze worden
gekarakteriseerd als de reeds geproduceerde variant

De COGEM acht het niet noodzakelijk de molecul&aeakterisering van deze gg-MVA-HA
varianten vooraf aan haar ter beoordeling wordrgelegd. Zij is van mening dat net als andere
werkzaamheden met ggo’'s het de verantwoordelijkhgid/an de vergunninghouder dat de
werkzaamheden niet buiten de vergunning vallenr&gaand aan het gebruik van een gg-MVA-
HA variant dient de aanvrager zich ervan te vergsan dat het ggo voldoet aan gestelde
specificaties. Het is daarbij de taak van de inspesrop toe te zien dat dit ook daadwerkelijk
gebeurd.

4. Conclusie

De aanvrager heeft aanvullende informatie aangeleveet betrekking tot de moleculaire
karakterisering van het gg-MVA-HA. Op basis vana@formatie is de COGEM van mening dat
het geproduceerde gg-MVA-HA moleculair overeenkongt het verwachtte ggo. Voor nog te
produceren gg-MVA-HA varianten acht zij het noodaik dat voorafgaand aan het gebruik van
deze nieuwe varianten dezelfde analyses wordeevayd en dat daaruit blijkt dat de sequentie
van deze varianten, afgezien van het HA gen, onkmat met de reeds geproduceerde gg-MVA-
HA variant. Conform iedere andere ggo-vergunningnen de gegevens over de moleculaire
karakterisering beschikbaar te zijn voor de inspect
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De COGEM is van mening dat de risico’s voor mensndieu bij voorgenomen klinische studie
met gg-MVA-HA vectoren die coderen voor één vanl@eHA subtypen verwaarloosbaar klein
zijn. Daarom adviseert zij positief over de vergmgaanvraag voor deze klinische studie.
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