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ONDERWERP Advies 'classificatie en inschaling van een op Salmonella Typhi gebaseerd
vaccin''

Geachte mevrouw Mansveld,

Naar aanleiding van een vergunningaanvraag met de titel “Vriesdrogen en sproeidrogen van
genetisch gemodificeerde vaccinstam Salmonella typhi Ty21a (VXMO01) en hulpstoffen’ van
het Ministerie van Volksgezondheid, Welzijn en Sport, deelt de COGEM u het volgende

mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de classificatie van de bacteriestam
Salmonella Typhi Ty21a. Tevens is zij verzocht advies uit te brengen over de inschaling
van laboratoriumwerkzaamheden met een genetisch gemodificeerd S. Typhi Ty21a die
een expressiecassette bevat voor het humane VEGFR2. Het betreffende ggo is
ontwikkeld als mogelijk vaccin tegen kanker. De aanvrager verzoekt onder andere het
vries- en sproeidrogen van dit ggo op ML-I niveau uit te mogen voeren.

De vaccinstam S. Typhi Ty21a is ten opzichte van de uitgangstam S. Typhi sterk
verzwakt en kent een lange historie van veilig gebruik als vaccin tegen tyfus in de mens.
De in deze vaccinstam aanwezige mutaties zijn goed gedocumenteerd en genetisch
stabiel. Op basis van deze argumenten adviseert de COGEM S. Typhi Ty21a in
pathogeniteitsklasse 1 in te delen en is zij van mening dat deze stam in aanmerking komt
voor plaatsing op lijst Al van Bijlage 2 van de Regeling ggo.

Het humane eiwit VEGFR2 speelt een rol bij de aanleg van nieuwe bloedvaten. Gezien
deze functie ziet de COGEM geen reden om aan te nemen dat het gg-S. Typhi Ty21a een
andere overleving en verspreiding in het milieu laat zien dan de vaccinstam S. Typhi
Ty21a. Gezien de mogelijk hoge concentratie ggo waaraan de medewerker blootgesteld
kan worden bij voorgenomen werkzaamheden, wijst de COGEM echter op een mogelijk
risico voor de medewerker. Zij adviseert deze werkzaamheden daarom op
inperkingsniveau ML-II in een veiligheidskabinet klasse II uit te voeren. Indien bij de
werkzaamheden aerogene transmissie naar de medewerker uitgesloten kan worden, is de
COGEM van mening dat de veiligheid van mens en milieu ook op ML-I niveau
gewaarborgd is.




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

Hoogachtend,

Prof. dr. ing. Sybe Schaap
Voorzitter COGEM

c.c. Drs. H.P. de Wijs, Hoofd Bureau ggo
Mr. J.LK.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenM



Classificatie en inschaling van werkzaamheden met een op
‘Salmonella Typhi’ gebaseerde vaccinstam

COGEM advies CGM/150716-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd advies uit te brengen over de pathogeniteitsclassificatie van de bacteriestam
Salmonella Typhi Ty2la en over de mogelijke plaatsing van deze stam op Bijlage 2 lijst Al van de
Regeling ggo. Daarnaast is de COGEM gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden
met het van de vaccinstam afgeleide genetisch gemodificeerde organisme (ggo) S. Typhi Ty2la
VXMOL.

1.1 Pathogeniteitsclassificatie Regeling Genetisch Gemodificeerde Organismen (ggo)

Onder de ggo-regelgeving worden bij de pathogeniteitsclassificatie de risico’s voor mens en milieu in
ogenschouw genomen. Daartoe worden in de Regeling ggo micro-organismen ingedeeld in vier
pathogeniteitsklassen. Deze indeling start met pathogeniteitsklasse 1, die gevormd wordt door
apathogene micro-organismen en loopt op tot pathogeniteitsklasse 4, de groep van hoog pathogene
micro-organismen. ledere pathogeniteitsklasse is gekoppeld aan een inperkingsniveau voor
werkzaamheden met ggo’s van die klasse.

Apathogene micro-organismen worden ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Dergelijke micro-
organismen dienen minimaal aan één van de volgende criteria te voldoen:

a) het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend zijn die
ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant

b) het micro-organisme heeft een lange historie van veilig gebruik onder omstandigheden
waarbij geen bijzondere inperkende maatregelen worden getroffen;

¢) het micro-organisme behoort tot een soort die vertegenwoordigers bevat van klasse 2, 3 of 4,
maar de stam in kwestie bevat geen genetisch materiaal dat verantwoordelijk is voor de
virulentie;

d) van het micro-organisme is het niet-virulente karakter door middel van adequate tests
aangetoond.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 2 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of
dieren een ziekte kan veroorzaken, waarvan het onwaarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is, alsmede een
micro-organisme dat bij planten een ziekte kan veroorzaken.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 3 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of

dieren een ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de
populatie verspreidt, terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.
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Een indeling in pathogeniteitsklasse 4 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of
dieren een zeer ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de
populatie verspreidt, terwijl er geen effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

1.2 Bijlage 2 lijst A1 Regeling ggo

Bijlage 2 lijst Al bestaat uit een lijst van micro-organismen die apathogeen zijn voor mens, dier of
plant. Opname in Lijst Al betekent dat een gebruiker - zonder risicobeoordeling - onder ML-I
laboratoriumcondities ggo’s mag vervaardigen die zijn samengesteld uit elke combinatie van
onderdelen op de A-lijsten (veilige vectoren en inserties).

2. Salmonella

Het bacteriegenus Salmonella behoort tot de familie Enterobacteriaceae.! Enterobacteriaceae zijn
gramnegatieve staven die voorkomen in het maagdarmkanaal van warmbloedige dieren. De meesten
zijn commensalen die deel uitmaken van de normale darmflora.” Alle Enterobacteriaceae hebben een
enkel chromosoom van 4.3-5.0 Mb. Verschillende stammen bezitten daarnaast ook
extrachromosomaal DNA in de vorm van plasmiden. Deze plasmiden bevatten veelal genen die
betrokken zijn bij virulentie en antibioticaresistentie.

Door de grote antigene verscheidenheid onder Salmonellae zijn er meer dan 2500 verschillende
serotypen (serovars) aan dit genus toegewezen.” Op basis van DNA-homologie is het genus
Salmonella in twee soorten onderverdeeld. Dit zijn de soorten Salmonella enterica en Salmonella
bongori. De soort S. enterica is verder onderverdeeld in zes ondersoorten, waarvan S. enterica subsp.
enterica de meeste humaan pathogenen bevat.'

2.1 S. Typhi

S. Typhi behoort tot het species S. enterica subsp enterica serovar Typhi en wordt gezien als de
verwekker van tyfus.” Naast vermoeidheid en stapsgewijze verhoging van de lichaamstemperatuur
wordt deze ernstige ziekte gekenmerkt door hoesten, overgeven, hoofdpijn en een verhoogde hartslag.*
Eén van de met tyfus geassocieerde complicaties betreft darmperforatie.’ Volgens de laatste
schattingen van de World Health Organization (WHO) worden wereldwijd elk jaar ongeveer 21
miljoen mensen door deze ziekte getroffen en sterven 222.000 mensen aan de gevolgen.®

Voor zover bekend is de mens de enige natuurlijke gastheer van S. Typhi.’ Onder
laboratoriumcondities kunnen hogere primaten wel geinfecteerd worden met een hoge dosis S. Typhi,
met vergelijkbare symptomen tot gevolg.*’ In de muis en andere zoogdieren is S. Typhi weinig

infectieus.'®!"

Bij de mens vindt besmetting met S. Typhi hoofzakelijk plaats na consumptie van gecontamineerd
voedsel of water. Aangezien de infectieuze dosis voor S. typhi laag is (ongeveer 10* colony forming
units (cfu)), is verspreiding van mens-op-mens relatief eenvoudig. Na inname dringen de bacterién de
darmmucosa binnen, verspreiden ze zich systemisch, en kunnen ze worden aangetroffen in bloed en
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beenmerg. Het pathogeen is invasief maar veroorzaakt gewoonlijk geen snelle ontstekingsreactie of
diarree. Dit wordt mede veroorzaakt door het S. Typhi specifieke Vi polysachcharide. Dit Vi kapsel
heeft anti-inflammatoire eigenschappen. Het beperkt onder andere de afzetting van complement op het
oppervlak van de bacterie en vermindert de activatie van het immuunsysteem.* Gedurende
subklinische en de vroege stadia van tyfus wordt S. Typhi met tussenpozen in de ontlasting
uitgescheiden. Als een pati€ént niet wordt behandeld, wordt de uitscheiding van S. Typhi meer
persistent van aard. Zogenaamde ‘tyfus dragers’, die zelf geen symptomen van tyfus vertonen, kunnen
hoge concentraties S. Typhi uitscheiden. In deze individuen is de galblaas door S. Typhi gekoloniseerd
en komt de bacterie via de gal in de darm terecht. Onlangs is de chronische infectie van de galblaas
door S. Typhi in verband gebracht met het ontstaan van galblaascarcinoom.'

Ongeveer 90 % van het genoom van S. Typhi is gerelateerd aan sequenties die ook in andere
Salmonella serovars voorkomen. Dit deel van het genoom faciliteert vermoedelijk kolonisatie, infectie
en transmissie. Het S. Typhi specifieke deel van het genoom bevat 300-400 genen en ligt vooral op
zogenaamde ‘Salmonella pathogenicity islands’ (SPIs). De coderende sequentie voor het voor S. Typhi
specifieke Vi kapsel is gelegen op SPI-7."

Een opmerkelijke eigenschap van het genoom van S. Typhi is de accumulatie van onderbroken of
geinactiveerde genen, zogenaamde pseudogenen. Het genoom van S. Typhi bevat ongeveer 200
pseudogenen. De aanwezigheid van deze pseudogenen wordt in verband gebracht met de aanpassing
van S. Typhi aan zijn gastheer de mens.*

2.2 Vaccinstam S. Typhi Ty21a

Bacteriestam S. Typhi Ty21a is met behulp van chemische mutagenese vervaardigd uit wild type stam
S. Typhi Ty2 en voor het eerst beschreven in 1975.'* In de stam is ten gevolge van vele mutaties het
galactosemetabolisme gewijzigd. Tevens is de stam niet meer in staat de essenti€le aminozuren
isoleucine en valine te synthetiseren, en is deze Vi kapsel-deficiént."” Het RNA-polymerase sigma
factor (rpoS) gen is gemuteerd.'® Deze mutaties hebben gezamenlijk geresulteerd in een bacteriestam

14,15,17,18,19,2021 oo
””” In de afgelopen 40 jaar is

die niet virulent is en niet goed in het milieu kan overleven.
geen reversie naar virulentie waargenomen.

Het genoom van stam Ty2la is bekend en bedraagt net als ouderorganisme S. Typhi Ty2 4,8
Megabaseparen (Mb).'**** In de stam zijn 679 ’single nucleotide polymorphisms’ geidentificeerd ten
opzichte van ouderorganisme S. Typhi 2." Het fenotype en de mutaties relevant voor het

geattenueerde fenotype van de stam, zijn geidentificeerd en (genetisch) stabiel.'>**

Wegens het beschermend vermogen van stam Ty2la tegen tyfus, zijn eind jaren tachtig op Ty2la
gebaseerde levende orale vaccins op de markt gebracht.”> Verschillende klinische en post-marketing
studies bij kinderen en volwassenen hebben aangetoond dat het vaccin geen of milde
(buik)griepachtige verschijnselen van voorbijgaande aard laten zien.”?*?"*** Na toediening blijven
bloedkweken negatief.”*" De incidentie van een nadelig effect bij een totaal van 38 miljoen
gevaccineerde mensen over de periode 1990-2000 bedroeg 0,002%." Sinds 2008 heeft de WHO deze
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vaccins als veilig onderkend en beveelt zij aan deze toe te passen voor de bestrijding van endemische
6,31

tyfus.

Na orale toediening van het vaccin wordt bij een dosis van 2 - 7 x 10° cfu geen of nauwelijks uit-
scheiding van Ty21a via de faeces waargenomen.”~° Bij de eerste klinische studie met een 10-voudige
dosis van het vaccin, is bacteriestam Ty2la in de ontlasting aangetroffen.”* Als Ty2la via het
maagdarmkanaal wordt uitgescheiden, is dit van voorbijgaande aard. Tevens is er geen overdracht van
de vaccinstam van mens naar mens waargenomen.’

2.3 Ggo S. Typhi Ty21la VXMO01

De genetisch gemodificeerde (gg) bacteriestam VXMOIl is verkregen door S. Typhi Ty2la te
transformeren met de eukaryote expressievector ‘pVAX/pBR322/kana"/VEGFR2’. De backbone van
deze vector bestaat uit een combinatie van de pVAX en pBR322 plasmides. Beide plasmidevectoren
zijn erkend als veilig en opgenomen op Bijlage 2 lijst A2 van Regeling ggo.

In de vector is een kanamycine resistentiegen aanwezig. Daarnaast is in de vector een gencassette
gekloneerd die de humane lichaamseigen ‘vascular endothelial growth factor receptor 2° (VEGFR2)
tot expressie brengt. De cassette bevat een CMV-promoter en een ’bovine growth hormone’ (BGH)
polyadenylerings-signaalsequentie. De DNA-sequentiec van ‘pVAX/pBR322/kana"/VEGFR2’ is
bekend en omvat 7575 bp.

VEGFR?2 is van belang bij de aanmaak van bloedvaten en komt verhoogd tot expressie bij bloedvaten
in tumorweefsel. Door een immuunrespons tegen VEGFR2 op te wekken, wordt beoogd de
bloedvatvorming in tumoren te bestrijden waardoor de bloedvoorziening van de tumor vermindert en

deze afsterft. Daarnaast wordt er naar gestreefd uitzaaiingen van kankercellen te voorkomen.****

De VXMO1 stam is ontwikkeld om als mogelijk DNA-vaccin bij de mens toe te passen. In een Duitse
klinische fase 1 studie bij 30 patiénten met alvleesklierkanker is het vaccin oraal toegediend en

333 Er zijn daarbij geen ernstige schadelijke effecten gemeld.*® Milde

effectief gebleken.
ziekteverschijnselen (diarree) waren van voorbijgaande aard. De toegediende doses varieerden van
10%-10" cfu VXMOI. Uitscheiding van VXMOI in ontlasting werd beperkt waargenomen na
toediening van de hoogste dosis van het vaccin en was zelflimiterend. De VXMO01 stam werd niet in
andere lichaamsvloeistoffen (bloed, urine, traanvocht) aangetroffen.*

In proeven met muizen is aangetoond dat er, na toediening van een DNA vaccin tegen VEGFR2,

als nadelig neveneffect een licht verminderde wondheling optrad.*®

3. Aard van de voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager geeft aan dat de werkzaamheden laboratoriumhandelingen betreffen waaronder het
vriesdrogen en sproeidrogen van kleinschalige kweekvolumina (< 10 L). De VXMO01 stam wordt door
derden aangeleverd.

De aanvrager stelt dat binnen de instelling vriesdrogen en sproeidrogen standaard onder ML-II
inperking plaatsvindt. Daarbij worden bril, laboratoriumjas en handschoenen gedragen. Open
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handelingen betreffende het vriesdrogen worden zoveel mogelijk in een ‘bioveiligheidskabinet’
uitgevoerd. Werkzaamheden betreffende het sproeidrogen worden in een ‘biosafety booth’ uitgevoerd.
De aanvrager geeft aan dat de bescherming van de biosafety booth vergelijkbaar is met die van een
bioveiligheidskabinet, en dat de lucht in de booth na filtratie over een HEPA filter wordt
gerecirculeerd.

De aanvrager verzoekt werkzaamheden met het van S. Typhi Ty21a afgeleide ggo VXMOLI in te
schalen op inperkingsniveau ML-I.

4. Eerder COGEM advies

Wegens zijn pathogene eigenschappen, is S. Typhi ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.°"** In 2001
heeft de COGEM advies uitgebracht over de stam S. Typhi A-aroC A-ssaV ZH9. Deze stam bezit niet-
functionele aroC- en ssaV-genen, waardoor deze niet in staat is bepaalde aromatische metabolieten te
synthetiseren en minder goed in staat is om in eukaryotische cellen (waaronder macrofagen) te
overleven. Omdat S. Typhi AaroC AssaV ZH9 sterk geattenueerd is, heeft de COGEM geadviseerd
deze deletiemutant in pathogeniteitsklasse 1 in te delen.”

5. Overweging en advies

5.1 Classificatie S. Typhi Ty21a

Vaccinstam S. Typhi Ty21a is niet goed in staat in het milieu te overleven en kent een lange historie
van veilig gebruik waarbij het niet-virulente karakter van de bacteriestam is aangetoond. De
vaccinstam is bij meer dan 200 miljoen mensen gebruikt als vaccin tegen tyfus. Dit grootschalige
gebruik heeft voor zover bekend niet geleid tot chronische infectie met Ty21a en de ontwikkeling van
tyfus dragerschap. De COGEM heeft daarom geen redenen om aan te nemen dat S. Typhi Ty21a in
staat is galblaascarcinoom te veroorzaken.

De in de stam aanwezige mutaties zijn genotypisch en fenotypisch goed gedocumenteerd en blijken
stabiel te zijn. In het genoom zijn nog verschillende virulentiegenen aanwezig maar deze veroorzaken
geen pathogeniteit door de diverse mutaties die de stam verzwakken. Een verhoging van de
infectiedosis met een factor 10° veroorzaakt milde ziekteverschijnselen van voorbijgaande aard. Het
gastheerbereik van ouderorganisme S. Typhi is beperkt tot de mens. De COGEM heeft geen redenen
om aan te nemen dat de aangebrachte mutaties in S. Typhi Ty2la een uitbreiding van het
gastheerbereik bewerkstelligen.

Op basis van het bovenstaande concludeert de COGEM dat S. Typhi Ty21a sterk geattenueerd is.
Zij is van mening dat de stam niet pathogeen is voor mens, dier of plant, en adviseert S. Typhi Ty21a
op te nemen in pathogeniteitsklasse 1. Tevens is zij van mening dat de stam in aanmerking komt voor
plaatsing op Lijst Al Bijlage 2 van Regeling ggo.

5.2 Inschaling werkzaamheden met ggo S. Typhi VXMO01

Bacteriestam VXMO!1 is afgeleid van de sterk geattenueerde vaccinstam S. Typhi Ty2la. Het
ouderorganisme Ty21a is zonder de aanwezigheid van bepaalde voedingsstoffen niet in staat in het
milieu te overleven doordat een aantal belangrijke stofwisselingsroutes niet meer operationeel zijn.
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In de vaccinstam is een eukaryotische expressievector ingebracht die een voor VEGFR2 coderende
gencassette bevat. VEGFR2 is aanwezig op endotheelcellen van het humane bloedvatstelsel en is
betrokken bij de ontwikkeling van nieuw vaatbed. Ook bij de aanleg van bloedvaten in tumoren is het
expressieniveau van VEGFR2 verhoogd. Gezien de functie van dit eiwit heeft de COGEM geen
redenen om aan te nemen dat de ingebrachte expressievector de overleving van VXMO1 in het milieu
verhoogt.

Op basis van de genoemde argumenten is de COGEM van mening dat, indien de werkzaamheden
met het ggo VXMO1 op ML-I inperkingsniveau uitgevoerd worden, de milieurisico’s verwaarloosbaar
klein zijn.

VXMO1 is ontwikkeld om als (oraal) vaccin ter bestrijding van kanker toe te passen. Het
werkingsmechanisme van het vaccin berust op het opwekken van een immuunreactie het
lichaamseigen eiwit VEGFR2 ten einde bloedvatvorming in tumoren te bestrijden en de doorbloeding
van tumoren te verminderen.

In een preklinische studie werden muizen gevaccineerd met een DNA-vaccin dat voor VEGFR2
codeerde. De gevaccineerde muizen lieten een verminderde wondheling zien.” De VXMO1 stam is
toegepast in een fase 1 studie met 30 patiénten die lijden aan alvleesklierkanker.’® Daarbij zijn geen
schadelijke effecten gemeld. Bij de COGEM zijn geen klinische studies met vaccinstam VXMOI bjj
gezonde mensen bekend.

De COGEM kan niet uitsluiten dat tijdens werkzaamheden met de VXMO1 stam waarbij open
handelingen plaatsvinden, de medewerker via inademing van aerosolen met het vaccin in contact
komt. Daardoor zou het vaccin ongewenst een immuunreactie kunnen opwekken waarbij bijvoorbeeld
in de medewerker een auto-immuunreactie tegen VEGFR2 opgewekt wordt. De COGEM wijst erop
dat dit geen milieurisico betreft maar, gezien het uitscheidingsprofiel van VXMO01, beperkt is tot een
risico voor de medewerker.

De aanvrager geeft aan de vaccinstam onder meer te willen vriesdrogen of sproeidrogen maar heeft
verder geen documentatie aangeleverd over dit proces. Ook de eigenschappen van het materiaal dat
gevriesdroogd of gesproeidroogd zal worden, zijn niet bekend. Aangezien het hier de productie van
het vaccin betreft gaat de COGEM er vanuit dat het materiaal hoge concentraties VXMO01 vaccin kan
bevatten.

Daar de COGEM geen inzicht heeft in het proces van vriesdrogen en sproeidrogen, kan zij geen
inschatting maken of, en zo ja aan welke hoeveelheid, de medewerker via de lucht aan het ggo
blootgesteld wordt. De COGEM adviseert daarom handelingen waarbij VXMO1 bevattende aerosolen
ontstaan, of waarbij gevriesdroogd materiaal in de lucht terecht kan komen, uit te voeren onder ML-II
inperking in een veiligheidskabinet van klasse II (VK-II kabinet).
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6. Conclusie

Samengevat adviseert de COGEM vaccinstam S. Typhi Ty21a in te delen in pathogeniteitsklasse 1 en
deze stam op te nemen in Bijlage 2, Lijst Al. Werkzaamheden met het ggo VXMO01 waarbij geen
aerogene transmissie kan plaatsvinden, adviseert zij uit te voeren op inperkingsniveau ML-I.
Werkzaamheden waarbij de kans bestaat dat de medewerker blootgesteld wordt aan grote
hoeveelheden van de VXMO1 vaccinstam, adviseert zij uit te voeren op inperkingsniveau ML-II in een
VK-II kabinet. Onder deze voorwaarden acht de COGEM de risico’s van de voorgenomen
werkzaamheden voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.
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