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ONDERWERP Advies classificatie cyanobacterie Anabaena variabilis ATCC 29413

Geachte mevrouw Dijksma,

Naar aanleiding van een verzoek van de Universiteit van Amsterdam om de Anabaena
variabilis stam ATCC 29413 op de lijst met apathogene organismen te plaatsen (1G16-
217 2.13-000), deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de
cyanobacterie Anabaena variabilis en de plaatsing op bijlage 2, lijst Al van de Regeling
ggo. De aanvrager wil de Anabaena variabilis stam ATCC 29413 genetisch modificeren.

Cyanobacterién (voorheen blauwalgen genoemd) kunnen onder veel verschillende
omstandigheden leven. Het genus Anabaena bestaat voornamelijk uit cyanobacterién die
in water voorkomen.

Door het gebruik van moleculaire technieken is nieuwe kennis opgedaan, waaruit blijkt
dat aanpassingen van de taxonomie van cyanobacterién noodzakelijk zijn.
Cyanobacteriestammen die voorheen tot dezelfde soort werden gerekend, kunnen
hierdoor tot een andere soort of zelfs tot een ander genus gaan behoren. Ook voor de stam
A. variabilis ATCC 29413 zijn er aanwijzingen dat deze stam tot een ander genus moet
worden gerekend. Deze stam lijkt namelijk niet tot het genus Anabaena, maar tot het
genus Nostoc te behoren. Vanwege de onduidelijke en aan verandering onderhevige
taxonomie zal de COGEM bij cyanobacterién vooralsnog uitsluitend stammen
classificeren.

A. variabilis ATCC 29413 wordt al lange tijd in het laboratorium gebruikt als
modelorganisme. De genoomsequentie van deze stam is gepubliceerd. Er zijn bij de
COGEM geen aanwijzingen bekend dat de A. variabilis stam ATCC 29413 schadelijk of
pathogeen is voor andere organismen.

Gezien het bovenstaande adviseert de COGEM om de A. variabilis stam ATCC 29413 in
te delen in pathogeniteitsklasse 1 en op te nemen in Bijlage 2 lijst Al van de Regeling

ggo.




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 belangenverstrengelingen is het COGEM lid prof. dr. P.H. van
Tienderen niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Classificatie cyanobacterie Anabaena variabilis stam ATCC 29413

COGEM advies CGM/160816-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de cyanobacterie Anabaena
variabilis en over de plaatsing van deze cyanobacterie op bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo. De
aanvraag, ingeschreven onder nummer IG 16-217, is ingediend door de Universiteit van Amsterdam.
De aanvrager wil de Anabaena variabilis stam ATCC 29413 genetisch modificeren.

2. 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 aan minimaal 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;

c) 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.

Opportunistische pathogenen, die uitsluitend ziekte kunnen veroorzaken bij individuen met een
verzwakt immuunsysteem, worden in de regel als niet pathogeen beschouwd en kunnen, als aan één
van de bovengenoemde voorwaarden van pathogeniteitsklasse 1 is voldaan, op Bijlage 2, lijst Al
geplaatst worden.

3. Bijlage 2, lijst Al

Bijlage 2, lijst Al is een lijst van micro-organismen die apathogeen zijn voor mens, dier of plant en
maakt deel uit van de Regeling ggo. Opname in lijst Al betekent dat met het betreffende micro-
organisme op het laagste inperkingsniveau (ML-I) gewerkt mag worden en ggo’s vervaardigd mogen
worden die zijn samengesteld uit vectoren en inserties die voorkomen op de A-lijsten (vectoren en
inserties die als veilig aangemerkt zijn) zonder dat de gebruiker een risicobeoordeling hoeft uit te
voeren.

4. Cyanobacterién

Cyanobacterién (voorheen ook wel blauwalgen genoemd) komen voor in zeer uiteenlopende milieus.’
Zij kunnen zowel op land als in water voorkomen en worden ook onder extreme omstandigheden
aangetroffen, zoals in Arctische gebieden of thermische bronnen. Ook kunnen sommige soorten
symbiotische relaties aangaan met andere eukaryotische organismen, zoals diatomeeén en sponzen.
Cyanobacterién produceren het pigment chlorofyl-a en zijn hierdoor tot fotosynthese in staat.

Onder bepaalde omstandigheden, bijvoorbeeld bij een verhoogde toevoer van voedingsstoffen of
een toename van de temperatuur, kunnen cyanobacterién zich massaal gaan vermenigvuldigen; een
fenomeen dat bekend staat als algenbloei. Omdat sommige cyanobacterién toxines produceren die
schadelijk zijn voor andere organismen®, kan algenbloei schadelijke gevolgen hebben voor mens en
milieu.

5. Genus Anabaena

Het genus Anabaena behoort tot de orde Nostocales, waaronder ook het genus Nostoc behoort, van het
fylum Cyanobacteria. Het zijn cyanobacterién die in zowel zoet, zout als brak water voorkomen. Er
zijn verschillende Anabaena soorten (Anabaena flos-aquae®, Anabaena circinalis® en Anabaena
lapponica®) en stammen (Anabaena sp. WA102° en Anabaena sp. AL93°) gerapporteerd die toxines
produceren. Ook zijn er Anabaena stammen gerapporteerd die cytotoxisch zijn voor zoogdiercellen
(humane HL-60 en muis 3T3 Swiss cellen), maar het is nog niet bekend welk toxine dit veroorzaakt.®

6. Problemen naamgeving cyanobacterién

Door het gebruik van moleculaire methoden zijn de inzichten over de taxonomie van cyanobacterién
recent sterk gewijzigd. Hierdoor kunnen cyanobacteriestammen die tot eenzelfde soort werden
gerekend tot een andere soort of zelfs een ander genus gaan behoren. Veranderingen in de naamgeving
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van soorten en stammen worden echter maar langzaam doorgevoerd.”® In Duitsland is vanwege de
onduidelijke en aan verandering onderhevige naamgeving besloten om cyanobacteriesoorten niet op te
nemen in de Duitse lijst met prokaryoten en hun risicogroepen. °

7. Anabaena variabilis ATCC 29413

Anabaena variabilis stam ATCC 29413 (=IUCC1444 =PCC7937") is door R.G. Tischer in 1964
geisoleerd uit de rivier de Mississippi en werd oorspronkelijk Anabaena flos-aquae genoemd. Ook
voor deze A. variabilis stam zijn er problemen met de naamgeving. Op basis van een recente studie
(2014) zijn er aanwijzingen dat A. variabilis ATCC 29413 mogelijk verkeerd ingedeeld is en niet tot
het genus Anabaena, maar tot het genus Nostoc behoort.*°

A. variabilis ATCC 29413 is een modelorganisme voor onderzoek naar fotosynthese en stikstof-
fixatie. De genoomsequentie van A. variabilis ATCC 29413 is bekend. In 2014 is de sequentie van het
chromosomale DNA gepubliceerd”® en in 2016 zijn ook de sequenties van vier plasmiden
gepubliceerd.""****'* Al sinds de jaren zeventig van de vorige eeuw wordt er met deze stam
gewerkt.™>**" ATCC 29413 vormt lange filamenten die bestaan uit cellen van ca. 3-5 um lang. A.
variabilis ATCC 29413 kan gespecialiseerde cellen vormen die onder ongunstige omstandigheden
kunnen overleven (zogenaamde akineten). Onder stikstofarme omstandigheden worden er
gespecialiseerde cellen gevormd waarin stikstof kan worden gefixeerd (heterocysten). Stikstof-fixatie
gebeurt door drie specifieke nitrogenases die onder verschillende omstandigheden geproduceerd
kunnen worden.

Er zijn geen aanwijzingen dat A. variabilis ATCC29413 pathogeen is voor andere organismen. De
‘American Type Culture Collection’(ATCC), die haar indeling baseert op pathogeniteit voor de mens,
heeft A. variabilis ATCC 29413 ingedeeld op het laagste veiligheidsniveau (‘Biosafety level 17).

Zoals vrijwel alle prokaryoten bevat A. variabilis ATCC 29413 wel de genetische informatie voor een
toxine-antitoxine (TA) systeem. TA systemen reguleren de groei en sterfte van bacterién binnen een
populatie.’® De genen die coderen voor het toxine en antitoxine van een TA systeem liggen direct
naast elkaar en kunnen zelfs gedeeltelijk overlappen.” De toxines van een TA systeem zijn stabiele
eiwitten die essentiéle cellulaire processen, zoals translatie en replicatie, remmen in bacteriéle cellen.?
De antitoxines zijn instabiele eiwitten die een complex vormen met het toxine en de werking van het
toxine tegen gaan.”’ Onder stressvolle omstandigheden, zoals wanneer er onvoldoende
voedingsstoffen zijn, worden er minder toxines en antitoxines geproduceerd. De in de cel aanwezige
antitoxines worden als eerste afgebroken, waardoor de toxines de groei van de bacteriepopulatie
kunnen beperken of zorgen voor celsterfte in een populatie. Hierdoor zijn er minder voedingsstoffen
nodig, of komen er meer voedingsstoffen vrij uit de dode cellen en neemt de overlevingskans van de
totale populatie toe.?” Er zijn, voor zover bij de COGEM bekend, geen aanwijzingen dat de toxines
van een TA systeem schadelijk zijn voor andere organismen.
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8. Eerdere COGEM adviezen

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over stammen die tot het geslacht Anabaena of Nostoc
behoren. Er is wel eerder door de COGEM geadviseerd over de pathogeniteitsklasse van twee
cyanobacteriestammen uit een andere orde (Chroococcales), nhamelijk Synechocystis sp. stam PCC
6803 en Synechococcus sp. stam PCC 7002.%* De COGEM achtte zowel Synechocystis sp. stam PCC
6803 als Synechococcus sp. stam PCC 7002 niet pathogeen voor andere organismen.

9. Overweging en advies

9.1 Classificatie van cyanobacterién

Uit nieuwe gegevens die de laatste decennia beschikbaar zijn gekomen, blijkt dat aanpassingen in de
taxonomie van cyanobacterién noodzakelijk zijn.” Cyanobacteriestammen die voorheen tot dezelfde
soort werden gerekend, kunnen door deze laatste inzichten tot een andere soort of zelfs een ander
genus gaan behoren.

Vanwege deze onduidelijkheden adviseert de COGEM om geen cyanobacteriesoorten op de lijsten
met pathogeniteitsclassificaties te vermelden. Zolang de onduidelijkheden m.b.t. de naamgeving en
taxonomie van cyanobacterién voortduren, zal zij daarom bij cyanobacterién uitsluitend stammen
classificeren.

9.2 Classificatie Anabaena variabilis ATCC29413

De aanvrager wil werkzaamheden uitvoeren met Anabaena variabilis ATCC 29413. Zoals hierboven
vermeld, heeft de COGEM besloten om in het geval van cyanobacterién uitsluitend nog stammen te
classificeren.

ATCC 29413 is in 1964 geisoleerd uit de rivier de Mississippi. De genoomsequentie van ATCC
29413 is bekend, inclusief de sequentie van de vier plasmiden die deze stam bevat. Uit een door de
COGEM uitgevoerde analyse van de genoomsequentie zijn geen aanwijzingen naar voren gekomen
dat het genoom codeert voor genen die zijn betrokken bij de biosynthese van bekende cyanotoxines.
De stam is veelvuldig gebruikt voor onderzoek en heeft een historie van veilig gebruik. Er zijn geen
aanwijzingen dat deze stam ziekten kan veroorzaken en ook op basis van de genoomsequentie van
deze stam is er geen reden om te veronderstellen dat deze stam schadelijk zou kunnen zijn voor andere
organismen. Gezien het bovenstaande adviseert de COGEM om Anabaena variabilis stam ATCC
29413 in te delen in pathogeniteitsklasse 1 en op te nemen in Bijlage 2 lijst Al van de Regeling ggo.
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