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ONDERWERP Advies Inschaling van werkzaamheden met gg-LCMV

Geachte mevrouw Dijksma,

Naar aanleiding van een adviesvraag over vergunning IG 16-004_2.8-000 betreffende de “In
vitro en in vivo recombinant Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) Armstrong stam
als model voor bestudering van infectie-gemedieerde B- en T-cel respons’ deelt de COGEM
u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsklasse van Lymphocytic
choriomeningitis mammarenavirus (LCMV) en drie laboratoriumstammen van LCMV.
Daarnaast is de COGEM gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden
met genetisch gemodificeerd (gg-)LCMV.

LCMV komt voor bij muizen, maar kan ook verschillende andere diersoorten infecteren.
Mensen kunnen met LCMV geinfecteerd worden door contact met besmette dieren
LCMV kan bij mensen een ernstige ziekte veroorzaken, maar meestal verloopt een
infectie mild of zonder ziekteverschijnselen. Overdracht via de placenta en donororganen
is mogelijk en veroorzaakt ernstige afwijkingen bij de foetus of ernstige ziekte bij de
ontvangers van de donororganen.

Omdat LCMV een ernstige ziekte kan veroorzaken waartegen geen behandeling of
vaccinatie beschikbaar is, adviseert de COGEM om de indeling van LCMV in
pathogeniteitsklasse 3 te handhaven. Op basis van langdurig veilig gebruik en de
attentuatie in resusapen acht de COGEM het gerechtvaardigd de laboratoriumstam
Armstrong in pathogeniteitsklasse 2 in te delen. VVoor omlaagschaling van de andere twee
laboratoriumstammen is momenteel onvoldoende basis.

De gg-LCMV deeltjes kunnen eenmalig cellen infecteren, maar er worden na infectie
geen nieuwe virusdeeltjes gevormd. Gezien deze zogenaamde biologisch inperking
adviseert de COGEM de voorgenomen laboratoriumwerkzaamheden met gg-LCMV op
ML-I11 inperkingsniveau uit te voeren. De werkzaamheden met gg-LCVM in combinatie
met muizen adviseert zij op DM-II inperkingsniveau uit te voeren. Op genoemde
inperkingsniveaus is de COGEM van mening dat de milieurisico’s van de voorgenomen
werkzaamheden 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

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM lid dr. N.A. Kootstra niet
betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerd (gg-)
Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus

COGEM advies CGM/160513-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsclassificatie van Lymphocytic
choriomeningitis mammarenavirus (LCMV), voorheen bekend als Lymphocytic choriomeningitis
virus, en over de inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerd (gg-) LCMV. De
vergunningsaanvraag is ingediend door het Academisch Medisch Centrum. De aanvrager wil
replicatie-incompetente gg-LCMV deeltjes produceren die genen voor de eiwitten ‘enhanced green
fluorescent protein’ (eGFP) of ovalbumine bevatten. Deze gg-LCMV deeltjes kunnen cellen
infecteren, maar er kan geen nieuw virus gevormd worden. De gg-virusdeeltjes zijn afgeleid van de
LCMV laboratoriumstammen Armstrong, Docile en WE. De aanvrager wil de geproduceerde gg-
virusdeeltjes toedienen aan muizen en verschillende testen uitvoeren met cellen en weefsels van
deze muizen.

1.1 Lymphocytic choriomeningitis mammarenavirus

Het LCMV behoort tot het genus Mammarenavirus binnen de familie van de Arenaviridae."' De
natuurlijke gastheer van LCMV is de muis (Mus musculus).? LCMV kan daarnaast andere
knaagdieren, kippen, honden, apen en mensen infecteren.® Bij muizen komt LCMV in de natuur
meestal voor als persistente infectie (zgn. ‘carrier state’) waarbij de muizen het virus gedurende
hun leven uitscheiden in uitwerpselen en lichaamsvloeistoffen zonder dat zij zelf ziektesymptomen
hebben.* LCMV is niet vectoroverdraagbaar.5 LCMV is enzodtisch in Europa, Afrika, de
Verenigde Staten en mogelijk ook op andere continenten.?

Mensen kunnen geinfecteerd worden met LCMV door contact met besmette dieren, via beten of
door contact met urine, ontlasting, nestmateriaal, speeksel of aerosolen.® Infectie van dier op mens
komt regelmatig voor, maar de incidentie is moeilijk in te schatten omdat de symptomen niet altijd
opgemerkt worden. Een LCMV infectie veroorzaakt meestal geen of milde ziekteverschijnselen,
maar kan ook hersenvliesontsteking veroorzaken. Een derde van de infecties verloopt subklinisch,
een derde met milde griepachtige verschijnselen en een derde van de infecties ontwikkelt zich met
meer ernstige ziekteverschijnselen zoals meningitis (hersenvliesontsteking) of meningo-
encephalitis (hersen- en hersenvliesontsteking).”® De mortaliteit in gezonde immuuncompetente
mensen is minder dan 1%.% Ook in ernstige gevallen treedt volledig herstel op na een LCMV
infectie.” Bij immuungecompromitteerde mensen kan een LCMV infectie ernstige en soms fatale
gevolgen hebben. Dit komt bijvoorbeeld voor bij patiénten die een met LCMV besmet donororgaan
ontvangen.'® Daarnaast kan verticale transmissie optreden bij zwangere vrouwen waarbij de kans
bestaat op abortus, neonatale meningitis of ernstige geboorteafwijkingen. Verticale transmissie van
moeder op foetus is in 35% van de gevallen fataal voor het ongeboren kind.?
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Verschillende serologische studies in Duitsland, Engeland en Argentinié hebben aangetoond dat de
seroprevalentie van LCMV infectie bij mensen varieert tussen de 2-10%. In Slowakije werd een
seroprevalentie van 37,5% gemeten.'* In de Verenigde Staten wordt de prevalentie geschat op
5%." In een onderzoek naar de overdracht van diervirussen naar veeartsen en varkenshouders in
Zuid-Nederland bleek geen van de onderzochte veeartsen antilichamen tegen LCMV te hebben,
terwijl 3% van de varkenshouders positief testte.*® Er zijn geen aanwijzingen voor mens-op-mens
overdracht van LCMV, behalve door orgaantransplantatie van een besmette donor of door verticale
transmissie van moeder op foetus.®> Er is geen vaccin of specifieke profylaxe voor LCMV
beschikbaar. Antivirale middelen kunnen arenavirus-vermenigvuldiging in vitro remmen en er is
een casus beschreven waarin een orgaantransplantatiepatiént succesvol behandeld is.®*2

1.2 Genomische organisatie van LCMV

De virusdeeltjes van LCMV zijn omgeven door een membraan. Het virus heeft een negatief
enkelstrengs RNA genoom dat is opgedeeld in twee genoomsegmenten, een zogenaamd Klein (S)
en een groot (L) RNA segment. Het S segment codeert voor het nucleoproteine (NP) en een
glycoproteine (GPC) dat later gesplitst wordt (GP1 en GP2). Het L segment codeert voor het
polymerase (L) en de matrixeiwitten (Z). De mRNAs die coderen voor de eiwitten L en N wordt
direct afgeschreven van het negatieve virale RNA (VRNA), terwijl de mRNAs die coderen voor de
eiwitten Z en GPC afgeschreven worden van het tijdens de replicatie gevormde complementaire
RNA (VcRNA).*?

1.3 Inschaling van LCMV door andere beoordelende instanties

In Canada is de soort LCMV ingedeeld in risicogroep 3.2 In Belgié en Zwitserland wordt
onderscheid gemaakt tussen neurotrope en niet-neurotrope LCMV stammen. Deze zijn ingedeeld in
respectievelijke risicogroep 3 en 2.'** Door de NIH wordt dezelfde indeling gehanteerd.' In
Groot-Brittannié is LCMV ingedeeld in risicogroep 3 en is de LCMV Armstrong stam ingedeeld in
risicogroep 2. In Duitsland is LCMV ingedeeld in risicogroep 3, maar de stammen Armstrong,
Docile, WE, UBC, Traub en Pasteur C1P\V/76001 ingedeeld in risicogroep 2.2

2. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager wil replicatie-incompetente gg-LCMVs gebruiken om muizen te infecteren. Deze gg-
LCMVs zijn gebaseerd op de LCMV stam Armstrong, Docile of WE. De gg-LCMVs die op Docile
en WE zijn gebaseerd, worden op de volgende manier geproduceerd.’** BHK-21 (Baby hamster
kidney cellen) die vrij zijn van LCMV worden getransfecteerd met een plasmide die het
glycoproteine (GP) van de betreffende stammen tot expressie brengt. Vervolgens worden de
cellijnen getransfecteerd met vier plasmiden die specifiek zijn voor de Docile stam of de WE stam.
Twee plasmiden coderen voor de eiwitten NP en L, die noodzakelijk zijn voor het opstarten van de
replicatie van LCMV. Van de twee andere plasmiden worden de negatief-strengs RNA segmenten
S en L afgeschreven. In het L segment is het gen dat codeert voor de glycoproteinen vervangen
door eGFP of ovalbumine. VVolgens de aanvrager kan productie van gg-LCMV alleen plaatsvinden
met de bijbehorende BHK cellen. De aanvrager wil de replicatie-incompetente gg-LCMV
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gebruiken om zowel wild-type als genetisch gemodificeerde muizen te infecteren. Hij geeft hierbij
in de aanvraag aan dat de muizen vrij zijn van LCMV. Vervolgens wil de aanvrager
werkzaamheden verrichten met cellen afkomstig van de met gg-LCVM geinfecteerde muizen. De
aanvrager geeft aan dat zwangere vrouwen en personen met een verminderd immuunsysteem
uitgesloten worden van de werkzaamheden met wild-type LCMV en gg-LCMV. Het gg-LCMV dat
is afgeleid van de Armstrong stam is elders op dezelfde manier geproduceerd.

3. Eerder COGEM advies

In 2011 heeft de COGEM geadviseerd over de pathogeniteitsclassificatie van LCMV en de
inschaling van werkzaamheden met gg-LCMV in associatie met dieren en dierencellijnen.* Op
basis van de ernst en aard van de ziekte, de wijze van verspreiding en het ontbreken van een
effectief vaccin of profylaxe tegen LCMV heeft de COGEM geadviseerd LCMV in te delen in
pathogeniteitsklasse 3. Zij adviseerde de werkzaamheden met replicatiecompetent gg-LCMV in te
schalen op ML-11I/DM-III inperkingsniveau omdat de attenuatie van de gg-LCMV onvoldoende
onderbouwd was.

4. Overweging en advies

De COGEM is gevraagd te adviseren over de pathogeniteitsclassificatie van de soort LCMV in het
algemeen en de LCMV stammen Armstrong, Docile en WE in het bijzonder. Daarnaast is de
COGEM gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met replicatie-incompetent
gg-LCMV.

4.1 Classificatie van LCMV

LCMYV is van oorsprong een dierpathogeen dat bij muizen een persistente infectie veroorzaakt
zonder ziekteverschijnselen, waardoor deze muizen gedurende hun leven een bron van infectie
vormen. Het virus heeft zodnotisch potentieel en kan ziekte veroorzaken in de mens. LCMV wordt
overgedragen door contact met uitwerpselen en lichaamsvloeistoffen van geinfecteerde muizen en
enkele andere knaagdieren. Besmetting van dier op mens kan gemakkelijk plaatsvinden en komt
regelmatig voor door contact met besmette (huis)dieren. Ook zijn er verschillende
laboratoriuminfecties met wild-type LCMV via proefdieren of cellijnen beschreven.?
Ziektesymptomen variéren van mild en subklinisch tot ernstig waarbij hersenvliesontsteking kan
ontstaan. De mortaliteit van LCMV is laag (<1%). Met uitzondering van verticale transmissie en
orgaandonatie zijn er geen aanwijzingen dat LCMV van mens op mens kan worden overgedragen.
De gevolgen van infectie door verticale transmissie kunnen ernstig (neonatale meningitis of
ernstige geboorteafwijkingen) of zelfs fataal (35%) zijn voor het ongeboren kind. Er bestaat geen
vaccin of specifieke behandeling voor LCMV infecties.

De COGEM concludeert dat het virus gemakkelijk van dier-op-mens overgedragen kan worden en

een infectie tot ernstige ziekte kan leiden. De gevolgen voor het ongeboren kind bij een eventuele
infectie van zwangere vrouwen kunnen ernstig of zelfs fataal zijn en er is geen effectief vaccin of
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profylaxe voorhanden. Op basis hiervan adviseert de COGEM de soort LCMV als een klasse 3
pathogeen te beschouwen.

4.2 Classificatie van de LCMV stammen Armstrong, Docile en WE

De aanvrager verzoekt om LCMV stammen Armstrong, Docile en WE in een lagere
pathogeniteitsklasse in te delen. Hij geeft daarbij aan dat er weinig gegevens zijn waaruit blijkt dat
deze stammen geattenueerd zijn. De aanvrager geeft aan dat de laboratoriumstammen van LCMV
alleen getest worden in experimentele diermodellen, terwijl de informatie van wild-type stammen
alleen beschikbaar is uit epidemiologische en anekdotische casus studies. Daarnaast zijn er volgens
de aanvrager geen infecties bekend bij laboratoriummedewerkers met LCMV Armstrong, Docile en
WE.

In de wetenschappelijke literatuur zijn verschillende infecties van laboratoriummedewerkers met
wild-type LCMV beschreven.?*?*?* Sinds de jaren 80 is er veel onderzoek gedaan met de LCMV
stammen Armstrong, Docile en WE. Na intraveneuze toediening van wild-type LCMV in
resusapen kregen de dieren hemorragische koorts, terwijl toediening van het virus via het
maagdarmkanaal geen ziekteverschijnselen veroorzaakte. ® Ongeacht de route van toediening van
LCMV stam WE kregen resusapen een leverziekte. Infectie van resusapen met de Armstrong stam
veroorzaakte geen ziekteverschijnselen.?® Er zijn voor zover bekend geen onderzoeken uitgevoerd
met resusapen die geinfecteerd zijn met LCMV Docile. Tot op heden is er in de wetenschappelijke
literatuur geen melding gemaakt van laboratoriumbesmettingen van mensen met de LCMV
stammen Armstrong, Docile en WE.

Gezien het langdurig veilige gebruik van de Armstrong stam en omdat deze in tegenstelling tot het
wild-type geen ziekte veroorzaakt in resusapen adviseert de COGEM de Armstrong stam in te
delen in pathogeniteitsklasse 2. Gezien de beperkte informatie over de vermeende attenuatie acht
de COGEM het niet gerechtvaardigd om de stammen Docile en WE ook in pathogeniteitkslasse 2
in te delen. Zij adviseert voor deze stammen een indeling in pathogeniteitsklasse 3 te handhaven.

4.3 Inschaling van werkzaamheden met gg-LCMV

De aanvrager is voornemens om gg-LCMYV te produceren en te gebruiken om zowel animale cellen
als (gg-)muizen te infecteren. Daarnaast wil de aanvrager handelingen uitvoeren met cellen van
deze dieren. Vanwege het extra gezondheidsrisico bij een eventuele besmetting van medewerkers
die zwanger zijn of waarvan het immuunsysteem niet goed functioneert, geeft de aanvrager aan dat
deze worden uitgesloten van de voorgenomen werkzaamheden.

4.3.1 Productie van replicatie-incompetent gg-LCMV

De aanvrager wil verschillende celtypen gebruiken voor de productie van gg-LCMV. Deze cellen
zijn vrij van LCMV en worden getransfecteerd met een plasmide waarvan het GP eiwit
geproduceerd kan worden. Vervolgens worden de plasmiden die coderen voor de L en NP eiwitten
van de laboratoriumstammen Docile of WE getransfecteerd samen met de plasmiden waarvan de
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bijbehorende genoomsegmenten L en S afgeschreven kunnen worden. Omdat het gen dat codeert
voor het GP eiwit op het S genoomsegment vervangen is door eGFP of ovalbumine kan er geen
replicatiecompetent virus ontstaan.

De aanvrager geeft aan dat er geen overlap is tussen het plasmide dat codeert voor GP en de
plasmiden die de genoomsegmenten tot expressie brengt. Daarnaast wordt er tijdens de replicatie
van LCMV geen DNA tussenvorm geproduceerd waardoor de kans op recombinatie volgens de
aanvrager verwaarloosbaar klein is. De plasmiden van LCMV Docile en WE worden alleen in
combinatie met elementen uit de eigen stam toegepast, waardoor er geen nieuwe ggo’s kunnen
ontstaan. Recombinatie tussen de twee stammen is volgens de aanvrager uitgesloten omdat deze
niet samen in de cellen geintroduceerd worden. De COGEM is van mening dat de procedure die de
aanvrager volgt, resulteert in een replicatie-incompetent gg-LCMYV en de kans op het ontstaan van
een replicatiecompetent LCMV verwaarloosbaar klein is. Een andere mogelijke route voor
recombinatie ontstaat wanneer de medewerker geinfecteerd is met LCMV en via aerosolen of een
beschadigde huid geinfecteerd wordt met gg-LCMV. De COGEM is van mening dat het virus wat
hieruit zou kunnen ontstaan niet virulenter is dan het wild-type LCMV.

Op basis van de biologische inperking van betreffende ggo’s adviseert de COGEM genoemde
werkzaamheden uit te voeren op ML-I1 inperkingsniveau.

4.3.2 Infectie van cellen met gg-LCMV

De aanvrager is voornemens om verschillende celtypen te infecteren met replicatie-incompetent
0g9-LCMV. Het gg-LCMV van de stammen Docile en WE wordt door de aanvrager geproduceerd
en het gg-LCMV van de stam Armstrong wordt elders verkregen. De COGEM is van mening dat
wanneer het replicatie-incompetente gg-LCMV geproduceerd is in cellijnen die vrij zijn van
LCMV en de cellijnen die geinfecteerd worden met gg-LCMYV vrij zijn van LCMV het risico van
het ontstaan van replicatiecompetent gg-LCMYV verwaarloosbaar Klein is.

Op basis van de biologische inperking van de betreffende ggo’s adviseert de COGEM deze
werkzaamheden op ML-II inperkingsniveau in te schalen.

4.3.3 Infectie van (gg-)muizen met gg-LCMV

Voor de infectie van muizen met replicatie-incompetente gg-LCMV worden volgens de aanvrager
dieren gebruikt die vrij zijn van LCMV. Hierdoor is het uitgesloten dat er replicatiecompetent gg-
LCMYV ontstaat.

Conform de inschaling van dierproeven met ggo’s die op ML-II moeten worden gehanteerd, in de
Regeling ggo, adviseert de COGEM om deze werkzaamheden in te schalen op DM-II

inperkingsniveau.

4.3.4 Handelingen met cellen van met gg-LCMV geinfectereerde (gg-)muizen
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De cellen van de geinfecteerde (gg-)muizen worden door de aanvrager gebruikt om
laboratoriumtesten mee uit te voeren. Aangezien de dieren vrij zijn van LCMV en er in het gg-
LCMV geen wild-type LCMV aanwezig is, acht de COGEM de kans op de aanwezigheid van
replicatiecompetent virus verwaarloosbaar klein.

Conform de inschaling van activiteiten met animale cellen afkomstig uit dierproeven met ggo’s in
de Regeling ggo, adviseert de COGEM bovenstaande werkzaamheden uit te voeren op ML-II
inperkingsniveau.

5. Signalering

Als de voorgenomen werkzaamheden met gg-LCMV worden uitgevoerd op het geadviseerde
inperkingsniveau en onder de daarvoor geldende standaard werkvoorschriften acht de COGEM de
kans klein dat een medewerker met gg-LCMV geinfecteerd wordt. Zoals aangegeven, acht de
COGEM het milieurisico van een onbedoelde infectie van een medewerker verwaarloosbaar Klein.
Zij kan eventuele nadelige gevolgen voor de medewerker ten gevolge van een dergelijke
besmetting echter niet geheel uitsluiten. Om de kans op besmetting van de medewerker te
minimaliseren, geeft de COGEM de aanvrager in overweging om tijdens voorgenomen
handelingen handschoenen tot over de mouw te dragen. De COGEM voegt daar voor de
handelingen met (gg-)muizen aan toe om de muizen in filtertopkooien te huisvesten en de besmette
filtertopkooien alleen te openen in een veiligheidskabinet klasse 11.
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