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Advies classificatie en inschaling werkzaamheden (genetisch gemodificeerd)

Naar aanleiding van een adviesvraag over vergunning IG 16-043 2.8-000 betreffende de
‘Moleculaire karakterisatie van het flavivirus Zika’ deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd over de pathogeniteitsklasse van het Zika virus (ZIKV) te adviseren. Daarnaast is
zij gevraagd advies uit te brengen over de inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerd
ZIKV.

ZIKV veroorzaakt in haar oorspronkelijke verspreidingsgebied (Afrika en Azi€) doorgaans een mild
ziektebeeld. De huidige ZIKV-epidemie in Zuid- en Midden-Amerika wijst er echter op dat het virus
mogelijk ook betrokken is bij het veroorzaken van ernstige ziekteverschijnselen, zoals microcefalie
(‘kleinhoofdigheid’) bij de ongeboren vrucht en het syndroom van Guillain Barré (aandoening van
bepaalde motorische zenuwen). De belangrijkste besmettingsroute verloopt via steekmuggen die in
Nederland niet voorkomen. Ook zijn er steeds meer aanwijzingen dat het virus via seksueel contact kan
worden overgedragen, en is inmiddels algemeen geaccepteerd dat het virus via de moeder de ongeboren
vrucht kan infecteren. Gezien de huidige onduidelijkheid over de precieze eigenschappen van het ZIKV,
adviseert de COGEM op basis van het voorzichtigheidsbeginsel het virus voorlopig in pathogeniteits-klasse
3 in te delen.

Conform haar eerdere advies over kloneringswerkzaamheden van klasse 3 virussen, adviseert de COGEM
de klonering in bacterién en het tot expressie brengen van (gg) ZIKV-genen en niet-volledige (gg) ZIKV-
genomen uit te voeren op ML-I inperkingsniveau. De productie van zogenaamde gg-ZIKV replicons
adviseert zij in te schalen op ML-II inperkingsniveau, omdat deze in staat zijn in cellen te repliceren. Er
kunnen echter geen autonoom replicerende virusdeeltjes worden gevormd, omdat de structurele genen
ontbreken. Werkzaamheden met volvirulent gg-ZIKV adviseert zij conform de Regeling ggo in te schalen
op ML-III inperkingsniveau. Ook werkzaamheden met volvirulent chimeer virus gebaseerd op ZIKV maar
met oppervlakte-eiwitten van een Yellow fever virus (YFV-17D) vaccinstam, adviseert de COGEM op ML-
III inperkingsniveau in te schalen, aangezien er onvoldoende bewijs is voor de vermeende verzwakking van
het chimere virus en voor de mogelijke effectiviteit van vaccinatie met YF-17D. Indien de voorgenomen
werkzaamheden op voornoemde inperkingsniveau’s én onder navolging van de in het advies genoemde
aanvullende voorschriften worden uitgevoerd, is d¢ COGEM van mening dat de risico’s voor mens en
milieu verwaarloosbaar klein zijn.




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 K.B.H. Kwisthout, Ministerie van lenM



Classificatie van en inschaling werkzaamheden met
genetisch gemodificeerd Zika virus

COGEM advies CGM/160307-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de classificatie en inschaling van werkzaamheden met
genetisch gemodificeerd (gg-)Zika virus (ZIKV). De vergunningsaanvraag is ingediend door het
Leiden Universitair Medisch Centrum. De werkzaamheden bestaan onder meer uit
kloneringswerkzaamheden in E. coli, het opzetten van een reversed genetics systeem en de constructie
van een chimeer virus waarbij twee genen van het ZIKV coderend voor oppervlakte-eiwitten zullen
worden vervangen door die van de Yellow fever virus (YFV) vaccinstam YF-17D.

2. ZIKV

ZIKV behoort tot het genus Flavivirus, familie Flaviviridae, en is een positief enkelstrengs RNA-
virus. Het genoom van ZIKV is ongeveer 10,7 kb groot.'***
codeert voor één enkel polyproteine en wordt aan weerszijden geflankeerd door een non-coding region
ofwel non-translated region (NTR).>®’ Door splitsing van het polyproteine worden drie structurele
eiwitten (C, (pr)M en E) en zeven niet-structurele eiwitten (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B en
NS5) gevormd.

Het nucleocapside (C) omhult het RNA. De andere twee structurele eiwitten ((pr)M en E) zijn
oppervlakte-eiwitten en vormen samen met het gastheermembraan de envelop. Deze eiwitten spelen
een rol bij de binding aan de cel en zijn betrokken bij de immuniteit tegen het virus. De NS-genen en
de 5’- en 3’-NTRs zijn betrokken bij de translatie, replicatie en het inpakken van het RNA in het
virusdeeltje. De NS-genen coderen voor helicase, polymerase of protease.™ Virusreplicatie lijkt zowel
in het cytoplasma, in zogenaamde auto-fagosomen, als in de celkern plaats te vinden.*’ Indien geen

Het genomisch RNA van de flavivirussen

NTRs aanwezig zijn of wanneer deze gemuteerd zijn, vindt er geen replicatie van het virusgenoom
7
plaats.

2.1 Ziekteverschijnselen

Een ZIKV infectie verloopt doorgaans asymptomatisch, maar kan ook een milde ziekte veroorzaken
die 3 tot 12 dagen duurt. Eén op de vier pati€nten vertoont ziekteverschijnselen, waaronder (hoge)
koorts, hoofdpijn, gewrichtspijn en huiduitslag. De ziekteverschijnselen lijken op die van griep,
dengue en chikungunya.'®"!

Op basis van de gegevens van de huidige ZIKV-epidemie in Zuid- en Midden-Amerika lijkt er een
correlatie te bestaan tussen een doorgemaakte ZIKV-infectie en afwijkingen aan het centrale
zenuwstelsel (CZS) bij foetussen en pasgeborenen. Dit kan gepaard gaan met miskramen. Op 6
februari waren bij het ministerie van volksgezondheid van Brazilié¢ 462 patiénten met microcefalie
en/of andere aandoeningen aan het CZS bekend die geassocieerd werden met een infectie voor de
geboorte. Op basis van laboratoriumdiagnostiek is in 8,9% van deze gevallen een ZIKV infectie
aangetoond.'” Inmiddels is ook melding gemaakt van de aanwezigheid van ZIKV-RNA of ZIKV-
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antigenen in vruchtwater, placenta of hersenweefsel van foetussen of pasgeborenen met afwijkingen
aan de hersenen,>'*!>1¢17,

Tevens lijkt er een correlatie te bestaan tussen een doorgemaakte ZIKV-infectie en het syndroom
van Guillain Barré (GBS). Dit is een niet-CZS gerelateerde neuromusculaire verlamming. Deze
correlatie werd voor het eerst verondersteld op basis van de gegevens van de ZIKV-epidemie in Frans-
Polynesié."™" Ook in Brazilié is in 2015 een toename van GBS gevallen waargenomen ten opzichte
van 2014, die mogelijk gerelateerd is met de ZIKV uitbraak in dat land. Deze toename zou echter ook
het gevolg kunnen zijn van andere virale infecties, zoals chikungunya of dengue.'?

Er is op dit moment geen geneesmiddel of vaccin tegen ZIKV beschikbaar. Behandeling van

patiénten bestaat uit symptoombestrijding. '

2.2 Epidemiologie
ZIKV is voor het eerst in 1947 in Oeganda geisoleerd bij non-humane primaten. Het virus is in 1952
voor het eerst aangetroffen bij de mens.'® In 2007 en 2013 heeft ZIKV een epidemie veroorzaakt in
Oceanié en Gabon (Afrika).""***'** In maart 2015 is voor het eerst melding gemaakt van de
aanwezigheid van ZIKV in Brazilié. Voor februari 2015 kwamen gevallen van ZIKV-infecties in
Brazilié niet voor. Op dit moment is er in Midden- en Zuid-Amerika een ZIK V-epidemie gaande.'
ZIKV is endemisch in Afrika en Azie.'®** Er worden drie klonale lijnen onderscheiden: de Oost
Afrikaanse, de West Afrikaanse en de Aziatische.>>*%

veroorzaakt in Midden- en Zuid-Amerika, is verwant aan het virus dat de epidemieén in Oceani€ heeft
3,12,24,26

Het virus dat op dit moment een epidemie

veroorzaakt, en is geévolueerd uit de Aziatische lijn.
In Nederland zijn er tot nog toe 30 gevallen van ZIKV geregistreerd. Het betreft allemaal mensen
die kortere of langere tijd in het buitenland zijn geweest.”’

2.3 Transmissie

ZIKV is een arbovirus en wordt via verschillende muggensoorten overgedragen. Aedes aegypti (Gele
koorts mug) en Aedus albopictus (Aziatische tijgermug) zijn de belangrijkste transmissie-
vectoren.”’**"* Daarnaast is het aannemelijk dat Aedes hensilli het virus kan overdragen.''*' Van
veel andere muggensoorten is bekend dat zij het virus bij zich hebben, maar onbekend of ze het
daadwerkelijk kunnen overbrengen.”’***'** De Gele koortsmug kan zich in Nederland niet
handhaven, maar wordt net als de Aziatische tijgermug incidenteel geimporteerd in Nederland.”® De
Aziatische tijgermug is waarschijnlijk wel in staat om de Nederlandse winters te overleven. Ae.
hensilli is vooralsnog nooit in Nederland aangetroffen.”

ZIKV is uit semen, speeksel, bloed en urine gekweekt.”*"*! Daarnaast is ZIKV-RNA met behulp van
PCR in borstvoeding, in de placenta, en in vruchtwater aangetoond. Het virus-RNA is ook in het
hersenweefsel van foetussen en pasgeborenen met microcefalie aangetroffen.'*'*!¢*%%* Qverdracht

31416 of rondom de bevalling™ lijkt hierdoor hoogst
3435

van moeder op kind tijdens de zwangerschap
waarschijnlijk.">'*'® Er zijn tevens aanwijzingen dat ZIKV seksueel overdraagbaar is.
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2.4 Reservoir

Op dit moment is het reservoir van ZIKV niet bekend. Zowel zoogdieren, waaronder de mens, apen,
knaagdieren en buffels, en steekmuggen, waaronder dedes en Anopheles soorten worden gezien als
gastheer en zijn mogelijk reservoir voor het virus,>'*-20-36-37-38 39404142

2.5 Classificaties ZIKV andere beoordelende instanties

Belgi€, Duitsland, Zwitserland, Canada en de VS hebben het ZIKV ingedeeld in risicogroep
2‘43,44,45,4647

3. YFV

YFV behoort net als ZIKV tot het genus Flavivirus, familie Flaviviridae, en is eveneens een positief
enkelstrengs RNA-virus.”® Het virus veroorzaakt gele koorts, een tropische infectieziekte die
voorkomt onder apen in Afrika ten zuiden van de Sahara en in Zuid-Amerika. YFV kan ook worden
overgebracht op mensen door de mug Aedes aegyptii. Symptomen van gele koorts bij de mens zijn
koorts, hoofdpijn, rugpijn, misselijkheid, geelzucht en stoornissen in de nierfunctie. Daarbij kunnen
ook bloedingen in de mond en in de darmen optreden. Gele koorts is een ernstige ziekte die in
ongeveer 60% van de gevallen een dodelijke afloop heeft.* Een effectieve langdurige bescherming is
mogelijk door vaccinatie met de verzwakte levende YFV vaccinstam YF-17D. YF-17D is afgeleid van
de wildtype YFV-Asibi stam. De YF-17D stam is 75 jaar geleden ontwikkeld en er zijn miljoenen
mensen mee gevaccineerd. De attenuering van YF-17D wordt voor een belangrijk deel veroorzaakt
door een aantal mutaties in het envelop eiwit E.*’

4. 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.

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.

5. Eerdere COGEM adviezen

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over ZIKV. Zij heeft in het verleden echter al meerdere
adviezen uitgebracht over de classificatie van flavivirussen. Het betreft onder andere het Cell fusing
agent virus (CFAV), Dengue virus (DENV), Japanese encephalitis virus (JEV), Tick-borne
encephalitis virus, West Nile virus (WNV), YFV en het Yokose virus (YokV). Al deze flavivirussen
zijn door de COGEM ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.”° De vaccinstam YF-17D, die afgeleid is
van YFV heeft zij geadviseerd in pathogeniteitsklasse 2 in te delen.”

In 2009 heeft de COGEM advies uitgebracht over werkzaamheden met twee chimere
flavivirussen.”' Deze chimere flavivirussen waren gebaseerd op de vaccinstam YF-17D, waarvan de
structurele genen prM en E uitgewisseld werden met de overeenkomstige genen van het Yokose virus
(YokV) en het Cell fusing agent virus (CFAV). Gezien de geringe hoeveelheid gegevens die bekend
waren over het CFA en YokV, adviseerde de COGEM de werkzaamheden met de op YF-17D
gebaseerde chimere flavivirus partikels uit te voeren op ML-III inperkingsniveau. Werkzaamheden
met een soortgelijk chimeer flavivirus dat samengesteld is uit YF-17D en WNV, werd aanvankelijk
ook op ML-III ingeschaald, maar is op basis van aanvullende wetenschappelijke gegevens omlaag
geschaald naar ML-I1.°*>

6. Overweging

6.1 Classificatie van ZIKV

Net als bij andere flavivirusinfecties verloopt een infectie met ZIKV in het merendeel van de gevallen
asymptomatisch. In het geval van een symptomatische infectie kan deze gepaard gaan met onder meer
koorts, hoofdpijn en gewrichtspijn. De meeste mensen herstellen volledig. Daarnaast wordt een
infectie met ZIKV ook geassocieerd met microcefalie bij de ongeboren vrucht en met GBS. Het is
momenteel niet bewezen dat een ZIKV infectie als oorzaak van deze ziektebeelden aangewezen kan
worden. Er komen echter steeds meer gegevens beschikbaar die een relatie tussen deze symptomen en
het ZIKV bevestigen en het wordt steeds waarschijnlijker dat de huidige ZIKV stam een belangrijke
rol speelt bij het ontstaan van deze ziektebeelden.'™'*"** Over het algemeen geeft een ZIKV infectie
dus een relatief mild ziektebeeld. De COGEM acht het evenwel waarschijnlijk dat ZIKV in een aantal
gevallen een ernstig ziektebeeld kan veroorzaken.

Zover nu bekend, wordt het ZIKV hoofdzakelijk overgebracht door steekmuggen. Het betreft met
name de Aedes soorten Ae. aegypti en Ae. albopictus. Deze vectoren worden weliswaar incidenteel
‘geimporteerd’ in Nederland, maar hebben zich nog niet in Nederland gevestigd. Het ZIKV is ook in
andere Aedes soorten aangetroffen. Het staat momenteel nog niet vast of deze het ZIKV daadwerkelijk
kunnen overbrengen. Deze muggensoorten zijn nog nooit in Nederland aangetroffen. De kans lijkt
hierdoor zeer klein dat ZIKV zich in het Nederlandse milieu via vectoren zal kunnen verspreiden.
Gezien de transmissie via muggen is het hoogstwaarschijnlijk dat ZIKV ook via bloedtransfusie
overgedragen kan worden. Met het oog op de screening van donorbloed in Nederland en de korte
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periode dat ZIKV viremisch is, acht de COGEM de kans op verspreiding via deze route beperkt. Een
andere transmissieroute waarvoor steeds meer aanwijzingen komen, betreft overdracht via seksueel
contact. Hoewel deze transmissieroute op basis van de huidige kennis van het verspreidingspatroon
waarschijnlijk minder efficiént is dan de transmissie via vectoren, zou deze route meer dan de andere
transmissieroutes aan de verspreiding van ZIKV in Nederland kunnen bijdragen. Naast de overdracht
via steekmuggen is verticale transmissie van moeder op kind inmiddels algemeen geaccepteerd als
transmissieroute.
Er is momenteel geen vaccin of behandeling tegen een infectie met ZIKV voorhanden.

De COGEM merkt op dat de huidige wetenschappelijke kennis over ZIKV beperkt is en omringd door
vele onzekerheden. Mede vanwege de uitbraak van ZIKV in delen van Midden en Zuid-Amerika
neemt deze kennis echter snel toe. Op basis van de mogelijke transmissieroutes, het mogelijke ernstige
klinische beeld en de afwezigheid van een behandeling of vaccinatie, is de COGEM in het kader van
het voorzichtigheidsprincipe van mening dat de classificatie van ZIKV in pathogeniteitsklasse 3
momenteel het meest passend is. Zij is zich er hierbij van bewust dat nieuwe onderzoeksgegevens, die
in toenemende mate beschikbaar komen, reden kunnen geven deze classificatie te heroverwegen. De
COGEM zal de ontwikkeling van de wetenschappelijke kennis over ZIKV daarom nauwlettend in de
gaten houden. Indien daartoe aanleiding is, zal zij haar classificatie van ZIKV evalueren en zo nodig
aanpassen.

6.2 Inschaling van voorgenomen werkzaamheden

Kloneringswerkzaamheden

De aanvrager is van plan om verschillende plasmideconstructen te maken en in Escherichia coli op te
groeien. De donorsequenties betreffen individuele genen van ZIKV, cDNAs van defectieve genomen
en combinaties van genen waarbij de 3’en/of de 5’NTR ontbreken en replicons gedeleteerd voor
structurele genen. Het betreft daarnaast ook cDNAs van volledige genomen van ZIKV met daarin
aangebrachte mutaties waaronder de coderende sequentie voor PrM en E van de YFV vaccinstam YF-
17D, en fluorescente- en bioluminescente reportergenen.

Conform haar eerdere advies met als titel ‘Inschaling van kloneringswerkzaamheden met het
genoom van pathogeniteitsklasse 3 virussen’ is de COGEM van mening dat kloneringswerkzaamheden
met (delen van) het genoom van ZIKV in bacterién uitgevoerd kan worden op ML-I
inperkingsniveau.”

In het geval van kloneringswerkzaamheden met het volledige genoom van ZIKV kan de COGEM
niet uitsluiten dat snij en/of prikincidenten onbedoeld tot het ontstaan van infectieus virus kan leiden in
de betreffende medewerker. Om deze kans op het ontstaan van infectieus virus te minimaliseren,
adviseert de COGEM voor de kloneringswerkzaamheden met het volledige, al dan niet gemuteerde
genoom van ZIKV de volgende aanvullende voorschriften te hanteren:

- Het gebruik van handschoenen is verplicht

- Tijdens de werkzaamheden mag geen gebruik worden gemaakt van scherpe voorwerpen of

voorwerpen van glas, of andersoortige voorwerpen die wondjes in de huid kunnen
veroorzaken.
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Expressie van individuele genen en combinatie van genen van ZIKV
De aanvrager is van plan om de geconstrueerde plasmiden te gebruiken om verschillende virale
eiwitten tot expressie te brengen in zowel animale cellen als in insectencellen. Het betreft hier de

expressie van individuele genen, combinaties van genen en cDNAs van defectieve genomen met
daarin eventueel aangebrachte mutaties, en fluorescente- en bioluminescente reportergenen. In alle
gevallen zal het 3’ en/of het 5’NTR gebied afwezig zijn. Deze gebieden zijn essentieel voor replicatie
van het virale genoom en het inpakken hiervan in een virusdeeltje. De COGEM acht de kans
verwaarloosbaar klein dat hierdoor vermenigvuldiging van (defectieve) genoomfragmenten zal
plaatsvinden of virusdeeltjes gevormd kunnen worden. Zelfs als de cellen van de onderzoeker door
bijvoorbeeld een prikincident met het genoemde materiaal worden getransfecteerd, acht zij de kans
verwaarloosbaar klein dat dit leidt tot het ontstaan van een infectieus virus. Zij is daarom van mening
dat de milieurisico’s verbonden aan deze werkzaamheden verwaarloosbaar klein zijn.

Op basis van de Bijlage 5 van de Regeling ggo worden genoemde werkzaamheden met sequenties
van een virus behorend tot pathogeniteitsklasse 3 standaard op ML-II ingeschaald. In dit geval acht de
COGEM de milieurisico’s van de expressie van ZIKV genen verwaarloosbaar klein. Zij is van mening
dat de wveiligheid voor mens en milieu ook afdoende wordt gewaarborgd als betreffende
werkzaamheden op ML-I inperkingsniveau worden uitgevoerd.

Productie van gg-ZIKV replicons

De aanvrager is tevens van plan om gg-ZIKV replicons te produceren in animale cellen en
insectencellen. In de replicons ontbreken de structurele genen. Tevens zal de aanvrager mutaties in de
replicons aanbrengen en zullen fluorescente- en/of bioluminescente reportergenen worden toegevoegd.
In betreffend systeem zijn de replicons in celkweek in staat zich te vermenigvuldigen waarbij alle niet-
structurele virale genen tot expressie kunnen komen. De COGEM kan niet uitsluiten dat dit ook
gebeurt in cellen van een medewerker als deze door een prik- of snij-incident onbedoeld met deze
replicons worden getransfecteerd. Omdat de structurele genen ontbreken, is de COGEM van mening
dat hierbij geen autonoom replicerende virusdeeltjes kunnen worden gevormd. Met het oog op de
huidige beperkte kennis over ZIKV kan de COGEM een mogelijk milieurisico in deze situatie echter
niet uitsluiten. Zij ziet daarom geen redenen om bij deze werkzaamheden af te wijken van de
inschaling die de Regeling ggo voor deze activiteiten voorschrijft.

Conform artikel 5.4.1.h. van de Regeling genetisch gemodificeerde organismen milieubeheer 2013,
adviseert de COGEM daarom deze werkzaamheden op ML-II inperkingsniveau in te schalen. Om de
kans te minimaliseren dat er autonoom replicerende virusdeeltjes kunnen ontstaan door
complementatie met de ontbrekende structurele genen, kan de COGEM er mee instemmen dat daar het
volgende aanvullende voorschrift aan toe wordt gevoegd:

- Het te gebruiken gastheer materiaal is vrij van ZIKV en andere verwante virussen.

Productie van en infectie met gg-ZIKV
De aanvrager wil ook gg-ZIKV deeltjes produceren en onderzoeken. Daartoe worden animale cellen
en insectencellen getransduceerd met cDNA van het volledige genoom van het ZIKV. In de ZIKV

COGEM advies CGM/160307-01 6



genomen kunnen mutaties worden aangebracht en ook fluorescente- en/of bioluminescente
reportergenen aan worden toegevoegd. Voorgenomen werkzaamheden kunnen resulteren in de
productie van autonoom replicerende gg-ZIKV deeltjes. Op basis van haar inschaling van ZIKV in
pathogeniteitsklasse 3 adviseert de COGEM deze werkzaamheden conform artikel 5.4.3.g op ML-III
inperkingniveau in te schalen. Ondanks de op dit inperkingniveau geldende voorschriften kan een
medewerker in theorie door een snij en/of prikincident onbedoeld geinfecteerd worden door gg-ZIKV.
Aangezien het vermoeden bestaat dat ZIKV ook via seksuele transmissie overgedragen kan worden,
kan de COGEM hierdoor niet uitsluiten dat een onbedoeld besmette medewerker het gg-ZIKV aan
derden overdraagt. Om de kans op besmetting van de medewerker door snij en/of prikincidenten te
minimaliseren, adviseert de COGEM op dit inperkingsniveau derhalve het volgende aanvullende
voorschrift te hanteren:
- Het gebruik van ‘sharps moet tot een minimum worden beperkt en is alleen toegestaan onder
condities waarbij prik- en snijaccidenten worden voorkomen (door bijvoorbeeld het gebruik
van kevlarhandschoenen)

Productie van en infectie met chimeer ZIKV-YFV virus.

Naast onderzoek aan infectieuze gg-ZIKV deeltjes die alle elementen van het ZIKV bevatten, verzoekt
de onderzoeker ook te mogen werken met een chimeer ZIKV virus. Het betreft een chimeer van ZIKV
en de YFV vaccinstam YF-17D. Deze chimeer is gebaseerd op het genoom van ZIKV waarin de
coderende sequenties voor de PrM en E eiwitten zijn vervangen door de overeenkomstige sequenties
van de vaccinstam YF-17D. De aanvrager is van mening dat de betreffende chimeer verzwakt zal zijn
ten opzicht van de ZIKV uitgangsstam. Hij baseert zich hierbij onder andere op een wetenschappelijke
publicatie waarin de attenuatie van YF-17D ten opzicht van YFV voor een belangrijk deel wordt
gelinkt aan mutaties in het E eiwit van YF-17D.* Tevens stelt de aanvrager voor om de medewerkers
die met betreffend chimeer zullen werken, te vaccineren met het YF-17D vaccin. Hij geeft aan dat uit
de vele vaccinatiestudies met chimere flavivirussen in proefdieren en mensen blijkt dat er altijd
neutraliserende antilichamen tegen het E-eiwit worden opgewekt.® Derhalve verwacht hij dat
vaccinatie met YF-17D de medewerker bescherming zal bieden bij een onbedoelde infectie met het
chimere ZIKV-YFV.

De COGEM is van mening dat chimere virussen meestal verzwakt zijn ten opzicht van de
uitgangsvirussen. Uit de wetenschappelijke literatuur blijkt dat de PrM en E eiwitten een belangrijke
rol spelen in het tropisme, de virulentie en in de mogelijke verspreiding van flavivirussen. Daarbij zijn
de PrM en E eiwitten van YF-17D in belangrijke mate verantwoordelijk voor de waargenomen afname
van de pathogeniteit en verspreiding van deze vaccinstam.”*’*®* De COGEM acht het daarom
waarschijnlijk dat de ZIKV chimeer met de PrM en E eiwitten van het YF-17D ten opzichte van
wildtype ZIKV verminderd pathogeen zal zijn, en acht de kans verwaarloosbaar klein dat deze
chimeer zich in Nederland beter zal kunnen verspreiden dan het ZIKV.

Het YF-17D wordt al meer dan 10 jaar gebruikt als virale vector om vaccins te ontwikkelen tegen het
JEV, WNV en DENV.* Aangezien het E eiwit van flavivirussen het belangrijkste aangrijpingspunt
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vormt voor het humorale immuunsysteem, wordt de YF-17D vaccinstam gecombineerd met de E en
PrM eiwitten van het flavivirus van interesse.” Over het algemeen blijken deze vaccins veilig in
klinische studies en bieden ze een zekere mate van bescherming tegen het beoogde flavivirus.

De aanvrager stelt voor om de medewerker te vaccineren met YF-17D om bescherming te bieden
tegen een infectiec met de ZIKV-YFV chimeer die de aanvrager wil construeren. De aanvrager
beargumenteert dat — mede onder in achtneming van andere aanvullende voorschriften — de
preventieve vaccinatie van medewerkers met YF-17D een rechtvaardiging biedt voor omlaagschaling
van de werkzaamheden.

De COGEM stelt dat YF-17D een geregistreerd vaccin is ter voorkoming van infecties met YFV.
Voor zover bij haar bekend, zijn er geen studies beschreven die aantonen dat YF-17D bescherming
biedt tegen een infectie met een chimeer virus samengesteld uit delen van het ZIKV en YF-17D. Het
YF-17D vaccin is bovendien niet als zodanig geregistreerd. De COGEM is daarom van mening dat
preventieve vaccinatie van medewerkers met YF-17D geen garantie biedt dat een medewerker
beschermd is tegen een onverhoopt mogelijke besmetting met een chimeer van ZIKV-YFV. Zij kan
daarom niet instemmen met de visie van de aanvrager dat preventieve vaccinatie met YF-17D
omlaagschaling van de werkzaamheden rechtvaardigt.

De COGEM merkt op dat werkzaamheden met een chimeer virus dat is opgebouwd uit een
pathogeniteitsklasse 2 en 3 virus, conform Bijlage 5 van de Regeling ggo standaard op ML-III
inperkingsniveau ingeschaald worden. De COGEM adviseert daarom de voorgenomen
werkzaamheden met gg-ZIKV-YFV in te schalen op ML-III inperkingsniveau. Om de kans op een
mogelijke besmetting van medewerkers en de daaruit voortvloeiende kleine kans op verder
verspreiding nog verder te minimaliseren, adviseert de COGEM tevens het volgende aanvullende
voorschrift te hanteren:
- Het gebruik van ‘sharps moet tot een minimum worden beperkt en is alleen toegestaan onder
condities waarbij prik- en snijaccidenten worden voorkomen (door bijvoorbeeld het gebruik
van kevlarhandschoenen).

6.3 Punt van overweging voor vergunningaanvrager

Bij de werkzaamheden met autonoom replicerende gg-ZIKV deeltjes en chimere ZIKV-YFV deeltjes
acht de COGEM de kans zeer klein is dat de medewerkers met de ggo’s geinfecteerd zullen worden als
deze werkzaamheden worden uitgevoerd op het geadviseerde inperkingsniveau en onder navolging
van de aanvullende voorschriften. Zij wijst er echter op dat de gevolgen van een infectie voor een
ongeboren kind zeer groot kunnen zijn. De COGEM wil de aanvrager daarom in overweging geven
om medewerkers met een kinderwens hier goed over in te lichten en hen nadrukkelijk zelf de keuze te
laten of zij werkzaamheden met deze gg-virussen willen uitvoeren. Gezien het vermoeden dat ZIKV
ook via seksuele transmissie overgedragen kan worden, acht zij dit niet alleen voor vrouwen maar ook
voor mannen met een kinderwens van toepassing.
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7. Conclusie
De COGEM constateert dat de huidige kennis over ZIKV op dit moment nog beperkt is en omgeven
wordt door vele onzekerheden over onder meer pathogeniteit en de mogelijke transmissieroutes. De
aanwijzingen dat ZIKV betrokken is bij ernstige aandoeningen als microcefalie en het GBS, en deze
ziektebeelden mogelijk zelfs veroorzaakt, lijken steeds sterker te worden. Gezien de huidige
onduidelijkheid over de precieze eigenschappen van het ZIKV, adviseert de COGEM op basis van het
voorzichtigheidsbeginsel dit virus in pathogeniteitsklasse 3 in te delen. De COGEM merkt hierbij op
dat momenteel veel onderzoek wordt gedaan aan het ZIKV en de laatste paar maanden veel nieuwe
gegevens over ZIKV zijn gepubliceerd. Het ligt derhalve in de lijn der verwachting dat binnen niet al
te lange tijd veel meer over ZIKV bekend zal zijn. De COGEM zal deze ontwikkelingen nauwlettend
in de gaten houden en indien daar aanleiding voor is haar standpunt over ZIKV heroverwegen.
Conform deze classificatie heeft de COGEM de voorgenomen werkzaamheden in lijn met bijlage 5
van de Regeling genetisch gemodificeerde organismen milieubeheer 2013 ingeschaald. Zoals al eerder
aangegeven acht zij voor kloneringswerkzaamheden van de genen van een pathogeniteitsklasse 3 virus
een ML-II inperkingsniveau niet van toegevoegde waarde boven een ML-I inperkingsniveau.
Ditzelfde geldt voor het tot expressie brengen van virale genen. In beide gevallen adviseert de
COGEM daarom een omlaagschaling ten opzichte van de Regeling ggo.

Indien de voorgenomen werkzaamheden op geadviseerde inperkingniveau’s en onder navolging van
de genoemde aanvullende voorschriften worden uitgevoerd, is de COGEM van mening dat de risico’s
voor mens en milieu verwaarloosbaar klein zijn.
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