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Geachte mevrouw Dijksma, 
 
Naar aanleiding van vergunningaanvraag IG 16-209_2.8-000 getiteld: ‘Productie van 
recombinante mazelenvirussen’ van HALIX B.V., deelt de COGEM u het volgende mee. 
  

Samenvatting: 
De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met 
genetisch gemodificeerd (gg-) Measles virus (MeV) (mazelenvirus). De aanvrager wil 
twee gg-MeV varianten produceren waarin één of meerdere coderende sequenties van 
oppervlakte-eiwitten afkomstig van Zika virus (ZIKV) zijn geplaatst. De aanvrager 
verzoekt de werkzaamheden op ML-II niveau te mogen uitvoeren.  
De gg-MeV varianten worden gemaakt op basis van de sterk verzwakte vaccinstam 
Schwarz. De vaccinstam bevat ten opzichte van het wild-type MeV mutaties in bijna alle 
virale eiwitten. De vaccinstam Schwarz kent een lange historie van veilig gebruik.  
De COGEM acht het onwaarschijnlijk dat het toevoegen van de ZIKV eiwitten de 
(gehele) verzwakking van de Schwarz stam teniet zal doen. In het theoretische geval dat 
dit wel gebeurt, zal het virus niet pathogener worden dan het wild-type MeV. Dit virus is 
geclassificeerd als een klasse 2 pathogeen. 
Op basis van deze gegevens is de COGEM van mening dat de productiewerkzaamheden 
van de twee gg-MeV varianten op ML-II inperkingsniveau kunnen plaatsvinden.  
Op  genoemd inperkingsniveau acht de COGEM de risico’s bij handelingen met de gg-
MeVs voor mens en milieu 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.K.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenM  
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Inschaling van werkzaamheden met genetisch gemodificeerd Measles virus 
 

COGEM advies CGM/160711-02 
 
1. Inleiding 
De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch 
gemodificeerd (gg-) Measles virus (MeV - mazelenvirus). De vergunningaanvraag is ingediend 
door HALIX B.V.. De aanvrager wil replicatiecompetent gg-MeV produceren waarin naast de 
eigen oppervlakte-eiwitten, heterologe oppervlakte-eiwitten van Zika virus (ZIKV) tot expressie 
worden gebracht. De gg-virussen zijn afgeleid van de sterk verzwakte MeV vaccinstam Schwartz. 
De aanvrager wil gg-MeVs produceren, karakteriseren en zuiveren.  
 
2. Measles virus  
Het MeV is een zeer besmettelijk virus dat wordt verspreid via aërosolen. De klinische symptomen 
ontstaan ongeveer twee weken na infectie en bestaan uit koorts, hoesten, neusverkoudheid en 
bindvliesontsteking van het oog (conjunctivitis) gevolgd door karakteristieke uitslag. Daarnaast 
wordt mazelen geassocieerd met immuunsuppressie resulterend in toegenomen vatbaarheid voor 
opportunistische infecties.1   

Het MeV is, ondanks de beschikbaarheid van een veilig en kosteneffectief vaccin, jaarlijks 
verantwoordelijk voor aanzienlijke sterfte. In 2014 waren er wereldwijd 114.900 sterfgevallen als 
gevolg van mazeleninfecties. Meer dan 95% van de sterfgevallen vindt plaats in lage-
inkomenslanden met een slecht ontwikkelde gezondheidszorg.2 Een MeV infectie tijdens de 
zwangerschap kan een verhoogde kans geven op het overlijden van de foetus.3 Vaccinatie tegen 
mazelen is in Nederland opgenomen in het Rijksvaccinatieprogramma.4 
 
2.1 Measles virus genoom 
MeV behoort tot de familie Paramyxoviridae, genus Morbillivirus. Het virus wordt omgeven door 
een lipidemembraan en heeft een negatief enkelstrengs RNA genoom. Het genoom bevat zes genen 
die coderen voor de structurele eiwitten ‘nucleocapside’ (N), ‘phospho’ (P), ‘matrix’ (M), ‘fusion’ 
(F), ‘haemagglutinin’ (H) en ‘large’ (L) en de niet structurele eiwitten C en V.5  
 Het nucleocapside eiwit vormt samen met het RNA genoom en het RNA-afhankelijke RNA 
polymerase, bestaande uit de P en L eiwitten, een zogenaamd ribonucleoproteïne complex. Het M-
eiwit bekleedt het binnenoppervlak van het lipidemembraan en is betrokken bij het vrijkomen van 
het virus uit de cel en de regulatie van de transcriptie. De glycoproteïnes H en F bevinden zich in 
het lipidemembraan en zijn verantwoordelijk voor de verankering aan, en fusie met de gastheercel. 
 
2.2 Levend-verzwakte mazelen vaccins 
MeV werd in 1954 voor het eerst geïsoleerd uit een celcultuur.6 Uit deze zogenoemde Edmonston 
wild-type MV stam werd de levend-verzwakte Edmonston-B vaccinstam geproduceerd die in 1963 
op de markt kwam. Later werd deze stam onder meer opgevolgd door de meer verzwakte stammen 
Edmonston-Enders, Edmonston-Zagreb, Moraten en Schwarz.1,7,8 De Schwarz stam is in 1962 
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gemaakt door de Edmonston stam te kweken op kippenembryofibroblasten.9 Vanaf 1975 wordt de 
Schwarz stam gebruikt als vaccin tegen MeV.10  
 
3. Zika virus 
ZIKV behoort tot de familie Flaviviridae en het genus Flavivirus.11  Een infectie met ZIKV 
verloopt doorgaans asymptomatisch, maar kan ook een milde ziekte veroorzaken die 3 tot 12 dagen 
duurt. Eén op de vier patiënten vertoont ziekteverschijnselen, waaronder (hoge) koorts, hoofdpijn, 
gewrichtspijn en huiduitslag. De ziekteverschijnselen lijken op die van griep, dengue en 
chikungunya.12,13 Tevens lijkt er een correlatie te bestaan tussen een doorgemaakte ZIKV-infectie 
en het syndroom van Guillain Barré (GBS) (aandoening van bepaalde motorische zenuwen).14 
 Aedes aegypti (Gele koortsmug) en Aedus albopictus (Aziatische tijgermug) zijn de 
belangrijkste transmissie-vectoren van ZIKV.15 De Gele koortsmug kan zich in Nederland niet 
handhaven, maar wordt net als de Aziatische tijgermug incidenteel geïmporteerd in Nederland.16 
De Aziatische tijgermug is waarschijnlijk wel in staat om de Nederlandse winters te overleven. 
ZIKV kan ook overgedragen worden via seksueel contact.17 Daarnaast kan overdracht van moeder 
op kind tijdens de zwangerschap plaatvinden. Op basis van de gegevens van de huidige ZIKV-
epidemie blijkt er een correlatie te bestaan tussen een doorgemaakte ZIKV-infectie en afwijkingen 
aan het centrale zenuwstelsel (CZS) bij foetussen en pasgeborenen.18 
 In Nederland zijn tot nog toe ruim 60 gevallen van ZIKV geregistreerd. Het betreft allemaal 
mensen die het virus in het buitenland opgelopen hebben.19   
 
Zika virus genoom 
Zika virus (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. 20,21,22,23 Het genomisch 
RNA van de flavivirussen codeert voor één enkel polyproteïne en wordt aan weerszijden 
geflankeerd door een non-coding region ofwel non-translated region (NTR). 24,25 Door splitsing van 
het polyproteïne 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.24 Virusreplicatie 
lijkt zowel in het cytoplasma, in zogenaamde auto-fagosomen, als in de celkern plaats te 
vinden. 26,27 Wanneer geen NTRs aanwezig zijn of wanneer deze gemuteerd zijn, vindt er geen 
replicatie van het virusgenoom plaats.25 
 
4. Voorgenomen werkzaamheden 
De aanvrager wil twee varianten van gg-mazelenvirussen produceren die oppervlakte-eiwitten van 
ZIKV produceren. Hiervoor maakt hij gebruik van de MeV vaccinstam Schwarz waarin een ATU-
site en een MeV promoter en terminator sequentie zijn geïntroduceerd tussen de genen die coderen 
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voor het P en M eiwit van MeV.10 De coderende sequentie van de ZIKV eiwitten worden op die 
plaats in het MeV geïntroduceerd.  In de eerste gg-MeV variant wordt de coderende sequentie van 
een codon geoptimaliseerd ‘soluble’ envelope eiwit (sE) geïnsereerd. In de tweede gg-MeV variant 
(Zika RSP) worden de coderende sequenties van het (pr)M en een gemuteerd E eiwit geïnsereerd. 
Door de mutatie hoopt de aanvrager de fusie-activiteit van E te verminderen. De aanvrager wil 
beide gg-MeVs produceren, karakteriseren en zuiveren.  
 
5. Eerder COGEM advies 
In 2012 heeft de COGEM geadviseerd over werkzaamheden met het gg-mazelenvirussen die 
afgeleid waren van de vaccinstam Edmonston-Zagreb. In deze gg-virussen waren de oppervlakte-
eiwitten van het mazelenvirus vervangen door die van Human respiratory syncytial virus (RSV) of 
het bofvirus (Mumps virus).28 De COGEM concludeerde dat de uitgangsstam sterk verzwakt was 
en een historie van veilig gebruik kent waardoor de werkzaamheden op ML-II en DM-II 
inperkingsniveau uitgevoerd konden worden. Het mazelenvirus is ingedeeld in pathogeniteitsklasse 
2.29  
 ZIKV is eerder dit jaar door de COGEM ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.30 De productie van 
zogenaamde gg-ZIKV replicons adviseerde zij in te schalen op ML-II inperkingsniveau, omdat 
deze in staat zijn in cellen te repliceren, maar er geen autonoom replicerende virusdeeltjes gevormd 
kunnen worden. Werkzaamheden met volvirulent gg-ZIKV adviseerde zij conform de Regeling 
ggo in te schalen op ML-III inperkingsniveau. 
 
 
6. Overwegingen 
 
6.1 gg-MeV variant met sE 
De aanvrager wil een gg-MeV variant produceren waarin de coderende sequentie van het sE eiwit 
van ZIKV aanwezig is. Deze MeV gg-variant is gebaseerd op de sterk verzwakte vaccinstam 
Schwarz. De Schwarz vaccinstam kent een lange historie van veilig gebruik. Het vaccin wordt 
sinds 1975 gebruikt als vaccin tegen MeV en is volgens de aanvrager sindsdien meer dan honderd 
miljoen keer gebruikt. Ten opzichte van het wild-type MeV zijn er mutaties aanwezig in bijna alle 
eiwitten, waaronder ook de eiwitten die betrokken zijn bij de remming van de anti-virale respons 
van de gastheer. Door de vele mutaties is de kans op reversie naar het wild-type MeV zeer klein.31  
 
In deze gg-MeV variant is een codon geoptimaliseerde sE geïnsereerd van ZIKV. Het 
transmembraandeel van E is verwijderd waardoor het sE eiwit niet in de gg-MeV envelop van het 
virusdeeltje aanwezig zal zijn, maar uitgescheiden wordt door de cel. In studies met gg-MeV 
waarin sE eiwitten van de aan ZIKV verwante virussen West Nile virus of Dengue virus (beide 
genus Flavivirus) aanwezig waren, zijn geen effecten op de virulentie en pathogeniteit van deze gg-
MeVs in doodshoofdaapjes of muizen gerapporteerd.32,33,34 Op basis van deze gegevens verwacht 
de COGEM dat tropisme, virulentie en pathogeniteit van het gg-MeV niet anders zal zijn dan die 
van de vaccinstam Schwarz.  
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6.2 Zika RSP 
Voor de productie van Zika RSP, de tweede gg-MeV variant, is ook gebruik gemaakt van de MeV 
vaccinstam Schwarz. Het Zika RSP bevat de coderende sequentie voor de twee ZIKV eiwitten: 
(pr)M en een gemuteerde vorm van E. De (pr)M en E eiwitten van ZIKV vormen samen met het 
gastheermembraan de envelop van het ZIKV deeltje. Deze eiwitten spelen een belangrijke rol bij 
de binding aan de cel en zijn betrokken bij de immuniteit tegen het virus. Er is vastgesteld dat 
ZIKV via de placenta overgedragen kan worden en afwijkingen bij de foetus kan veroorzaken. 
Door introductie van het (pr)M en het gemuteerde E kan niet uitgesloten worden dat gg-MeV via 
de placenta de foetus kan infecteren. Omdat de vaccinstam Schwarz waarvan Zika RSP is afgeleid 
meerdere mutaties bevat die ervoor zorgen dat het virus verzwakt is, acht de COGEM de kans zeer 
klein dat er risico’s zijn voor de foetus. Daarnaast is de vaccinatie tegen mazelen onderdeel van het 
Rijksvaccinatieprogramma en zijn de meeste mensen ingeënt tegen MeV. Hierdoor is de 
meerderheid van de bevolking beschermd tegen een infectie met MeV. 
 
De aanvrager geeft aan dat in het E eiwit dat afkomstig is van ZIKV een mutatie geïntroduceerd is. 
Deze mutatie is gebaseerd op een studie met het E eiwit van het Tick-borne encephalitis virus 
(TBEV) die net als ZIKV tot het genus Flavivirus behoort. Het E eiwit van TBEV verloor door 
deze mutatie zijn fusie-activiteit, met attenuatie van TBEV tot gevolg.35 De aanvrager verwacht dat 
de mutatie in het E eiwit van ZIKV in Zika RSP eenzelfde effect zal hebben. De COGEM acht het 
waarschijnlijk dat de mutatie van E in het ZIKV een verminderde fusie-activiteit zal laten zien, 
maar kan op basis van één studie een ander effect niet uitsluiten.  
 Daarnaast kan ze niet uitsluiten dat de E en (pr)M eiwitten worden opgenomen in het membraan 
van gg-MeV. Verder is het onbekend of Zika RSP zowel het tropisme van het MeV als van het 
ZIKV verenigd. In dierproeven met MeV waarin oppervlakte-eiwitten van Human 
immunodeficiency virus waren opgenomen, is geen verhoogde virulentie waargenomen.36,37  
 Omdat MeV een breed gastheerbereik heeft verwacht de COGEM dat het tropisme van Zika 
RSP niet of nauwelijks zal veranderen. Daarom is zij van mening dat het Zika RSP niet pathogener 
zal zijn dan het wild-type MeV. 
 
7. Advies 
Op basis van de bovenstaande overwegingen, adviseert de COGEM om de werkzaamheden met 
beide gg-MeVs op ML-II inperkingsniveau in te schalen. Daarbij kan zij instemmen met de in de 
aanvraag voorgestelde aanvullende voorschriften: 

• Het dragen van handschoenen tot over de mouw van de werkkleding is verplicht;  
• Open handelingen dienen in een veiligheidskabinet van klasse-II uitgevoerd te worden. 

 
Indien de voorgenomen werkzaamheden op het geadviseerde inperkingsniveau 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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8. Punt van overweging voor vergunningaanvrager 
Bij de werkzaamheden met gg-MeV varianten acht de COGEM de kans zeer klein dat de 
medewerkers met de ggo’s geïnfecteerd kunnen worden als deze worden uitgevoerd op het 
geadviseerde inperkingsniveau. Daarbij acht de COGEM de kans verwaarloosbaar klein dat een 
infectie als gevolg van een accident consequenties heeft voor gevaccineerde medewerkers. Zij wijst 
er echter op dat het E en (pr)M van ZIKV betrokken zijn bij de binding van het virus aan de cel, 
waardoor bij een infectie van een onverhoopt niet gevaccineerde medewerker met Zika RSP de 
gevolgen voor het ongeboren kind zeer groot kunnen zijn. De COGEM wil de aanvrager daarom in 
overweging geven om vrouwelijke medewerkers met een kinderwens hier over in te lichten en hen 
nadrukkelijk zelf de keuze te laten of zij werkzaamheden met deze gg-virussen willen uitvoeren. 
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