&5 COGEM

Aan de staatssecretaris van
Infrastructuur en Milieu
Mevrouw W.J. Mansveld

Postbus 20901

2500 EX Den Haag

DATUM 21 augustus 2015

KENMERK CGM/150821-01

ONDERWERP Advies classificatie van cyanobacterie Synechococcus sp. stam PCC7002

Geachte mevrouw Mansveld,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de vergunningaanvraag

BEZOEKADRES:
A. VAN LEEUWENHOEKLAAN 9
3721 MA BILTHOVEN

POSTADRES:
POSTBUS 678
3720 AN BILTHOVEN

TEL.: 030 274 2777
FAX: 030 274 4476
INFO@COGEM.NET
WWW.COGEM.NET

1G15-235

“kleinschalige kweekexperimenten met genetisch gemodificeerde Synechococcus PC7002”

van Wageningen UR deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de pathogeniteitsklasse en de mogelijke
plaatsing van Synechococcus sp. stam PCC7002 op bijlage 2, lijst Al van de Regeling
ggo. De aanvrager is voornemens om kanamycineresistentie te introduceren in deze stam
en vervolgens kleinschalige kweekexperimenten uit te voeren. De COGEM is ook
gevraagd om over de inschaling van deze werkzaamheden te adviseren.

Synechococcus sp. stam PCC7002 is een cyanobacterie die al sinds 1968 wordt gebruikt
voor wetenschappelijk onderzoek en een lange historie van veilig gebruik kent. De
volledige genoomsequentie van deze stam is bekend en er zijn geen aanwijzingen dat
deze stam toxines produceert die schadelijk zijn voor andere organismen of dat deze stam
pathogeen is voor andere organismen.

De COGEM adviseert daarom om Synechococcus sp. stam PCC7002 in te delen in
pathogeniteitsklasse 1 en op te nemen in Bijlage 2 lijst A1 van de Regeling ggo.

Vanwege het apathogene karakter van de stam acht de COGEM de risico’s voor mens en
milieu bij de voorgenomen laboratoriumwerkzaamheden op ML-I inperkingsniveau

verwaarloosbaar klein.




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 van cyanobacterie Synechococcus sp. stam PCC7002
COGEM advies CGM/150821-01

Inleiding

Naar aanleiding van de vergunningaanvraag “kleinschalige kweekexperimenten met genetisch
gemodificeerde Synechococcus PC7002” van Wageningen UR is de COGEM gevraagd om te
adviseren over de pathogeniteitsklasse en de mogelijke plaatsing van deze stam op bijlage 2, lijst Al
van de Regeling ggo.

De aanvrager wil kanamycineresistentie introduceren in Synechococcus sp. stam PCC7002 en
vervolgens kleinschalige kweekexperimenten uitvoeren. De COGEM is ook gevraagd om te adviseren
op welk inperkingsniveau deze werkzaamheden uitgevoerd kunnen worden.

Pathogeniteitsclassificatie Regeling Genetisch Gemodificeerde Organismen (Regeling 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.

Bijlage 2 lijst Al

Bijlage 2 lijst A1 maakt deel uit van de Regeling ggo en bestaat uit een lijst van micro-organismen die
apathogeen zijn voor mens, dier of plant. Opname in Lijst Al betekent dat met het betreffende micro-
organisme onder ML-1 laboratoriumcondities ggo’s vervaardigd mogen worden die zijn samengesteld
uit vectoren en inserties die voorkomen op de A-lijsten (veilige vectoren en inserties) zonder dat de
gebruiker een risicobeoordeling hoeft uit te voeren.

Eerdere COGEM adviezen

Een andere soort uit hetzelfde genus (Synechococcus elongatus) staat sinds 1998 onder diens oude
naam Anacystis nidulans vermeld op de lijst met apathogene micro-organismen in de Regeling ggo."”
In 2011 heeft de COGEM positief geadviseerd over grootschalige productie met cyanobacterie
Synechocystis sp. stam PCC 6803 op MI-I niveau.’

Kenmerken van Synechococcus sp.

Het genus Synechococcus behoort tot de orde Chroococcales van het fylum Cyanobacteria
(blauwalgen). Het genus is niet goed gedefinieerd (polyfyletisch). Uit diverse fylogenetische analyses
blijkt dat de huidige taxonomische indeling waarschijnlijk niet correct is.*’

Synechococcus bacterién zijn ca. 0,4-6 um groot en kunnen pseudo-filamenten vormen.’ Ze komen
wereldwijd voor in zowel zoet als zout water en van de Noordpool tot de tropen. * Synechococcus
soorten kunnen fotosynthetiseren en zijn belangrijk organismen aan het begin van de voedselketen in
oceanen.” Ze worden in het marine milieu in grote aantallen (500 tot 1,5 miljoen cellen per ml) °
aangetroffen.

Synechococcus is beschreven als veroorzaker van algenbloei in kustwateren.’ Bij algenbloei neemt
het aantal algen snel toe. Wanneer de algen afsterven en worden afgebroken, ontstaan zuurstofloze
omstandigheden waardoor ook andere organismen kunnen afsterven. Sommige blauwalgen produceren
toxinen die schadelijk zijn voor andere organismen. Ook voor sommige Synechococcus stammen is
gerapporteerd dat zij stoffen produceren die schadelijk zijn voor muizen,” menselijke rode
bloedcellen,® pekelkreeftjes, mosselen en zee-egels.”

Bij onderzoek naar een dodelijke ziekte onder koralen in de Golf van Napels bleken
cyanobacteri€le infecties schade aan het weefsel van zacht koraal (Eunicella cavolini en Eunicella
singularis) te veroorzaken. Synechococcus sp. werd samen met andere cyanobacterién (o.a.
Arthrospira sp. ) in het zieke weefsel aangetroffen. '° De veroorzaker van de ziekte is niet bekend. Het
is wel bekend dat koraal bij een stijging van de temperatuur van het zeewater vatbaarder wordt voor
ongelimiteerde groei van bacterién die normaal gesproken goedaardig zijn."

Naast vrij voorkomende Synechococcus soorten, zijn er ook Synechococcus soorten die voorkomen
als symbiont. Synechococcus spongiarum maakt deel uit van het gezonde weefsel van sponzen en
produceert voedingsstoffen voor een grote verscheidenheid aan sponssoorten.'' Bij weefsel van zieke
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sponzen (o.a. bij Carteriospongia foliascens en Aplysina cauliformis) vindt een verschuiving plaats in
de aanwezige micro-organismen en neemt het aandeel S. spongiarum af.'>"?

Synechococcus sp. stam PCC7002

Synechococcus sp. stam PCC7002 werd in 1961 geisoleerd uit modder afkomstig van een viskwekerij
in Puerto Rico'* en kan in water met zeer uiteenlopende zoutconcentraties groeien."> Synechococcus
sp. stam PCC7002 is ook bekend als Synechococcus sp. PCC7002 PR-6, Synechococcus sp.
ATCC27264 en werd eerder Agmenellum quadruplicatum genoemd.

PCC7002 is eencellig, maar vormt korte filamenten van twee tot vier cellen bij de optimale
groeitemperatuur (38°C). Deze stam is één van de snelst groeiende cyanobacterién en kan zeer goed
tegen hoge lichtintensiteiten."”> Al sinds 1968 wordt Synechococcus sp. stam PCC7002 gebruikt als
modelorganisme voor onderzoek naar fotosynthese en onderzoek naar de fysiologie en het
metabolisme van cyanobacterién.'®'7'®

In 2008 is de volledige genoomsequentie van deze stam gepubliceerd."” Het genoom bevat twee
sequenties die coderen voor ‘addiction module toxins’. ‘Addiction modules’ zorgen ervoor dat
plasmiden of andere extrachromosomale elementen in bacteriéle cellen aanwezig blijven. Ze bestaan
uit een instabiel antitoxine dat snel wordt afgebroken en een stabieler toxine. Wanneer het plasmide
(of het extrachromosomale element) bij de celdeling niet wordt overgedragen, verdwijnt het antitoxine
uit de dochtercel, waarna het toxine de cel vervolgens dood.”

Classificaties andere beoordelende instanties

De ‘American Type Culture Collection’ (ATCC) die haar indeling louter baseert op pathogeniteit voor
de mens, heeft werkzaamheden met Synechococcus sp. PCC 7002 [PR-6] (ATCC 27264) ingedeeld in
het laagste veiligheidsniveau ‘biosafety level 1°.*' In Nieuw-Zeeland is deze stam door de
Environmental Protection Authority geclassificeerd als een ‘category 1’ organisme.”” In deze categorie
worden organismen ingedeeld die apathogeen zijn voor mens, dier, plant en schimmel.

Voorgenomen werkzaamheden
De aanvrager wil kanamycineresistentie introduceren in Synechococcus sp. stam PCC7002 en
vervolgens kleinschalige kweekexperimenten uitvoeren.

Overweging en advies

Het genus Synechococcus bestaat uit een grote verscheidenheid aan organismen en is niet goed
gedefinieerd. Het omvat soorten zoals S. spongiarum die in symbiose samenleven met sponzen, maar
bevat ook soorten die voorkomen als vrij levende eencellige. Synechococcus sp. stam PCC7002 is niet
nauw verwant aan de meeste andere soorten binnen het genus.*>'’

Voor sommige Synechococcus stammen is gerapporteerd dat ze mogelijk schadelijke effecten
hebben op muizen, ’ menselijke rode bloedcellen,® pekelkreeftjes, mosselen en zee-egels,” maar hierbij
is geen toxine-productie aangetoond. Ook zijn er geen aanwijzingen dat deze stammen
ziekteverwekkers zijn. In ziek weefsel van zachte koralen (Eunicella cavolini en Eunicella singularis)

werd Synechococcus sp. samen met andere cyanobacterién (o.a. Arthrospira sp. ) aangetroffen.'’ De
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veroorzaker van deze koraalziekte is niet bekend en de geisoleerde stammen zijn slechts verre
verwanten van Synechococcus sp. stam PCC7002.%

Synechococcus sp. stam PCC7002 is een modelorganisme dat al sinds 1968 wordt gebruikt en een
lange historie van veilig gebruik kent. In 2008 is de volledige genoomsequentie van deze stam
gepubliceerd. Er zijn geen aanwijzingen dat deze stam toxinen produceert die schadelijk zijn voor
andere organismen. Ook zijn er geen aanwijzingen dat Synechococcus sp. stam PCC7002 pathogeen is
voor andere organismen. De COGEM adviseert daarom om Synechococcus sp. stam PCC7002 in te
delen in pathogeniteitsklasse 1 en op te nemen in Bijlage 2 lijst A1 van de Regeling ggo.

Vanwege het apathogene karakter van deze stam acht zij de risico’s voor mens en milieu bij de
voorgenomen laboratoriumwerkzaamheden met genetisch gemodificeerde lijnen van Synechococcus
sp. stam PCC7002 verwaarloosbaar klein. De COGEM adviseert daarom deze werkzaamheden in te
schalen op ML-I inperkingsniveau.
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