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Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de vergunningaanvraag IG 16-229 2.8-000
getiteld “Constructie van chimere murine coronavirussen met aanhechtingseiwitten S en

HE afkomstig van humane (OC43) en dierlijke (bovine coronavirus) betal

Coronavirussen” ingediend door de Universiteit Utrecht, deelt de COGEM u het volgende

mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de mogelijke risico’s van de constructie en in
vitro werkzaamheden met chimere murine coronavirussen. Coronavirussen zijn RNA
virussen die mensen en dieren kunnen infecteren. De aanvrager is van plan om coderende
sequenties voor aanhechtings- en oppervlakte-eiwitten van een muizenvirus (MHV) uit te
wisselen met die van een humaan (HCoV-0OC43) of van een rundervirus (BCoV).

Het uitgangsvirus MHV heeft de muis als gastheer. De gastheerspecificiteit van
coronavirussen wordt mede bepaald door het S oppervlakte-eiwit. Het risico van de
voorgenomen werkzaamheden (uitwisseling van S en HE genen) is dat het gastheerbereik
van het chimere virus zou kunnen veranderen ten opzichte van het gastheerbereik van het
uitgangsvirus. De COGEM acht de kans dat de beoogde virussen zich zullen verspreiden
onder mensen of runderen echter zeer klein, omdat naast het S eiwit ook andere factoren een
rol spelen bij het in stand houden van de gastheerbarriére, zoals virus-gastheer interacties en
afweermechanismen van de gastheercel. Verder zijn er geen aanwijzingen dat MHYV infecties
bij de mens veroorzaakt.

Op basis van gegevens in wetenschappelijke literatuur is de COGEM van mening dat het
uitwisselen van genen de pathogeniteit van de chimere coronavirussen zou kunnen
beinvioeden, maar dat dit niet zal leiden tot een virus met een hogere pathogeniteitsklasse
dan die van de uitgangsvirussen. De COGEM adviseert daarom de voorgenomen
werkzaamheden uit te voeren op ML-I1 inperkingsniveau. Op dit inperkingsniveau en onder
navolging van de door de aanvrager voorgestelde aanvullende voorschriften acht de COGEM
de risico’s voor mens in 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 lenM

Met het oog op eventuele belangenverstrengelingen is het COGEM lid dr. R.J. de Groot niet
betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Inschaling in vitro werkzaamheden met chimere coronavirussen
COGEM advies CGM/161025-02

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over een vergunningaanvraag getiteld ‘Constructie van chimere
murine coronavirussen met aanhechtingseiwitten S en HE afkomstig van humane (OC43) en dierlijke
(bovine coronavirus) betal coronavirussen’ (IG 16-229) ingediend door de Universiteit Utrecht.

De vergunningaanvraag omvat de constructie van en in vitro werkzaamheden met vier chimere
murine coronavirussen. In deze chimere varianten worden coderende sequenties voor spike (S) en
hemagglutinine-esterase (HE) aanhechtings- en oppervlakte-eiwitten uitgewisseld met die van het
Humane coronavirus HCoV-0OC43 of van het Bovine coronavirus (BCoV) of een combinatie van
beide. Doel van de voorgenomen werkzaamheden is om te onderzoeken of het gastheertropisme wordt
bepaald door de interactie tussen S en HE om op deze manier inzicht te verkrijgen in het zodnotisch
potentieel van Betacoronavirussen.

2. Coronavirussen

Coronavirussen behoren tot de familie van Coronaviridae. Taxonomisch gezien kan de familie
onderverdeeld worden in de volgende 4 genera: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus en Deltacoronavirus. Het zijn positief-strengige RNA virussen (26-32 kb) die
mensen en dieren kunnen infecteren.® Transmissie vindt afhankelijk van de soort plaats via fomites,
aerogeen of fecaal-oraal. Coronavirussen zijn normaal gesproken zeer soort-specifiek, maar hebben de
potentie om zich aan te passen aan een nieuwe gastheer en hierbij van dier op mens (zodnose) of van
mens op dier (omgekeerde zodnose) over te springen (host-shifting). Recent voor de mens
ziekmakende voorbeelden zijn Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus (SARS-CoV)
en Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV).!

2.1 Genomische organisatie van coronavirussen

Het genoom van coronavirussen is omgeven door een eiwitmantel (nucleocapside) en een membraan.
De genomische structuur van alle coronavirussen is op vergelijkbare wijze georganiseerd. Tweederde
van het genoom, gelegen aan het 5’ einde en bestaande uit ORFla en ORF1b, codeert voor niet-
structurele eiwitten. Het overige deel, gelegen aan het 3’einde van het genoom codeert voor structurele
eiwitten in de volgorde spike (S), envelop (E), membraan (M) en nucleocapside (N). Het membraan
bevat M, E en S eiwitten en in sommige coronavirussen bevat het ook het HE glycoproteine.

Het M eiwit is een transmembraan eiwit dat het membraan driemaal doorkruist en wordt in
sommige stammen geglycosyleerd. Het E eiwit is een integraal membraaneiwit dat dient als een
ionkanaal of zorgt voor membraanpermeabiliteit. Het N eiwit vormt samen met het genomische RNA
de capside. Daarnaast is het onder meer betrokken bij RNA synthese en translatie.

De gastheerspecificiteit en het weefseltropisme van coronavirussen wordt voornamelijk bepaald
door het S eiwit. Het herkent de gastheerreceptor en medieert fusie van het virale celmembraan met
het plasmamembraam van de gastheercel wat leidt tot opname van het virale genoom in de
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gastheercel.™ Het niet-essentiéle HE glycoproteine vormt een tweede kleinere spike op het membraam
van sommige coronavirussen. Het bindt aan de siaalzuur-bevattende receptor van gastheercellen,
gebruikt deze om de cel binnen te dringen en kan deze ook vernietigen.>® Siaalzuren kennen een grote
variéteit en komen differentieel tot expressie in cellen en weefsels. De weefsel- en celspecificiteit van
coronavirussen wordt mede bewerkstelligd doordat hun HE eiwitten gericht zijn tegen specifieke
siaalzuurvarianten.®

2.2 MHV-A59

Het Murine coronavirus (mouse hepatitis virus, (MHV)) veroorzaakt ziekte in de muis. Het behoort
binnen de familie der Coronaviridae tot het genus Betacoronavirus.® Er zijn in de loop der tijd
verschillende stammen MHV geisoleerd die anders dan de naam van deze coronavirussoort doet
vermoeden niet allemaal hepatotroof zijn. Er zijn ook isolaten die alleen een luchtweginfectie,
darminfectie of infectie van het centrale zenuwstelsel veroorzaken.® MHV dringt de gastheercel
binnen door middel van celmembraanfusie getriggerd door de interactie van het membraaneiwit S met
de cellulaire receptor CEACAM 1a.

De MHV stam A59 veroorzaakt hepatitis, maar kan daarnaast microglia en verscheidene celtypes
in het centraal zenuwstelsel (CZS) van de muis infecteren, wat leidt tot acute hersenontsteking gevolgd
door chronische demyelinisatie. Het HE gen is aanwezig in het genoom van MHV-A59, maar het eiwit
komt niet tot expressie, voor receptor herkenning is de stam daarom afhankelijk van het S eiwit. Het is
echter tot op heden onduidelijk hoe de infectie en verspreiding van MHV-A59 precies verloopt,
aangezien de CEACAM 1a receptor laag tot expressie komt in het CZS van de muis.

2.3 HCoV-0C43

Op dit moment zijn er zes coronavirussen bekend die behoren tot de zogenaamde humane
coronavirussen (HCoVs). Human coronavirus 229E (HCoV-229E) en Human coronavirus NL63
(HCoV-NL63) behoren tot het genus Alphacoronavirus. Human coronavirus OC43 (HCoV-0C43),
Human coronavirus HKUI (HCoV-HKU1), SARS-CoV en MERS-CoV behoren tot het genus
Betacoronavirus.® Het HCoV-OC43 virus is een subspecies van Betacoronavirus 1 en is al langere tijd
geleden geidentificeerd (1967). Het circuleert wijdverspreid in de humane populatie en veroorzaakt bij
infectie van de hogere luchtwegen gewone verkoudheid. Bij mensen met een verzwakt
immuunsysteem en ouderen kan HCoV-OC43 daarnaast ook de lagere luchtwegen infecteren en
longontsteking veroorzaken.

Voor hechting en entry van de gastheercel maakt HCoV-OC43 gebruik van de membraaneiwitten S
en HE. HCoV-0C43 infecteert cellen met trilharen (cilia) in de luchtwegen. Infectie met HCoV-0C43
is afhankelijk van de aanwezigheid van 9-O-geacetyleerd siaalzuur als receptor.>® De genomen van
HCoV-0C43 en BCoV zijn voor 96% identiek. Sequentie-analyse wijst er op dat HCoV-OC43
hoogstwaarschijnlijk is ontstaan uit een zodnotische transmissie van rund op mens.’

2.4 BCoV
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BCoV is net als HCoV-OC43 een subspecies van Betacoronavirus 1.* Het BCoV is een wijdverspreid
pathogeen, dat wereldwijd ziekte veroorzaakt in de luchtwegen en darmen van runderen. Net als
HCoV-0C43 is BCoV voor infectie afhankelijk van de aanwezigheid van 9-O-geacetyleerd siaalzuur.

In kalveren kan een darminfectie tot diarree leiden en in volwassen runderen tot de zogenaamde
Winter Dysenterie met hemorragische diarree.® Een luchtweginfectie met BCoV komt bij runderen
van verschillende leeftijden voor en leidt tot het zogenaamde ‘bovine respiratory disease’ of ‘shipping
disease’. Het BCoV wordt uitgescheiden in feces en nasale afscheiding.

3. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager wil door middel van ‘reverse genetics’ genetisch gemodificeerde coronavirussen
genereren, die gebaseerd zijn op MHV en waarin de coderende sequenties voor S en HE eiwit
uitgewisseld zijn met die van het humane coronavirus HCoV-OC43 of van het BCoV of een
combinatie van beide. Dit resulteert in vier verschillende chimere coronavirussen:

a. 9g-MHV met S en HE van HCoV-OC43

b. gg-MHV met S van HCoV-0C43 en HE van BCoV
C. 9g-MHV met S van BCoV en HE van HCoV-0C43
d. gg-MHV met S en HE van BCoV

Tevens is de aanvrager van plan om specifieke mutaties aan te brengen in de S en HE genen waardoor
van iedere chimeer verschillende varianten zullen worden gemaakt. Naast de productie van
bovengenoemde gg-coronavirussen wil de aanvrager ook infectieproeven doen met deze ggo’s in
animale cellen, om de betrokkenheid van S en HE bij het gastheertropisme van coronavirussen nader
te onderzoeken.

4. Eerder COGEM advies
De meeste coronavirussen zijn ingedeeld als klasse 2 pathogeen, met uitzondering van SARS-CoV en
MERS-CoV die beide zijn ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.>°

Daarnaast heeft de COGEM in het verleden drie maal geadviseerd over werkzaamheden met chimere
coronavirussen. Het eerste advies betrof de inschaling van werkzaamheden met chimere MHV’s en
chimeer Feline infectious peritonitis virus (FIPV), waarbij de chimeren werden gevormd door
uitwisseling van sequenties van MHV stammen onderling of FIPV stammen onderling.™* Er werden
dus geen chimeren gemaakt waarin MHV sequenties met FIPV sequenties werden uitgewisseld. Alle
in vitro experimenten met deze chimeren werden door de COGEM op ML-II (toentertijd C-I)
inperkingsniveau ingeschaald en daarbij werden de volgende aanvullende voorschriften geadviseerd:

- tijdens de handelingen dienen handschoenen gedragen te worden

- alle handelingen dienen in een veiligheidskabinet klasse 1 uitgevoerd te worden

Het tweede advies betrof de inschaling van in vitro werkzaamheden met twee chimere virussen die
vervaardigd werden door uitwisseling van het ORF3/4 domein tussen de Alphacoronavirussen HCoV-
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229E en HCoV-NL63." ORF3/4 coderende eiwitten worden tot de zogenaamde accessoire eiwitten
gerekend en zijn niet essentieel voor de in vitro replicatie van het virus, maar spelen waarschijnlijk een
rol bij de virus-gastheer interactie in vivo."* Het ORF3 eiwit is in verband gebracht met de
pathogeniteit van twee coronavirussen (PEDV en TGEV) die tot dezelfde groep behoren als HCoV-
229E en HCoV-NL63."**® Aangezien de COGEM het waarschijnlijk achtte dat ORF3/4 van invloed is
op de pathogeniteit en/of transmissie-efficiéntie adviseerde zij de werkzaamheden met deze chimere
coronavirussen op ML-I1I inperkingsniveau in te schalen.

Het derde advies betrof werkzaamheden met chimeer Infectious bronchitis virus (IBV)." In deze
chimere coronavirussen werden regio’s of gedeeltes van genen van verschillende IBV stammen met
elkaar gecombineerd. De COGEM was van mening dat het celtropisme en de pathogeniteit van de
recombinante IBV virussen zou kunnen veranderen, maar niet dusdanig dat het zou leiden tot een virus
met een hogere pathogeniteitsklasse dan de uitgangsstammen. Derhalve adviseerde zij de in vitro
werkzaamheden op ML-II inperkingsniveau in te schalen en kon zij instemmen met de volgende
aanvullende voorschriften:

- het dragen van handschoenen tijdens de werkzaamheden is verplicht

- open handelingen dienen in een veiligheidskabinet klasse 11 te worden uitgevoerd

5. Overwegingen en advies

De aanvrager is voornemens gebruik te maken van chimere murine coronavirussen waarin coderende
sequenties voor S en HE aanhechtings- en oppervlakte-eiwitten zijn uitgewisseld met die van HCoV-
0OC43 of BCoV of een combinatie van beide. Daarnaast is de aanvrager van plan om specifieke
mutaties aan te brengen in de S en HE genen waardoor van iedere chimeer verschillende varianten
zullen worden gemaakt.

Coronavirussen zijn normaal gesproken zeer soort-specifiek, maar hebben de potentie om zich aan te
passen aan een nieuwe gastheer. De gastheerspecificiteit en het weefseltropisme van coronavirussen
wordt voornamelijk bepaald door het S eiwit.** In theorie is het daarom mogelijk dat door de
voorgenomen werkzaamheden (uitwisseling en verdere mutatie van S en HE genen) het gastheerbereik
van het chimere murine virus verandert. Andere factoren spelen daarnaast ook een rol bij het in stand
houden van de gastheerbarriére, zoals virus-gastheer interacties, innate immunity en host factoren.

Dat het S eiwit niet als enige van belang is bij de gastheerspecificiteit, blijkt uit het feit dat ondanks
dat MHV-AL9 in staat is om humane cellijnen te infecteren (na receptoradaptatie door meerdere
passages in cellijnen), er geen aanwijzingen zijn dat MHV infecties bij de mens veroorzaakt.'” Het
rundervirus BCoV is in staat om in vitro humane cellen infecteren, toch is er slechts éénmaal melding
gedaan van een BCoV infectie bij de mens, namelijk bij een kind met diarree.’®**? Eén van de
onderliggende verklaringen hiervoor is dat gastheercellen van nature een innate immunity hebben
tegen coronavirussen.?> Voor een succesvolle infectie moet het virus deze barriére overwinnen.
Coronavirussen kunnen de innate immunity van hun natuurlijke gastheer overwinnen doordat zij
antagonisten bij zich dragen die zijn aangepast aan de gastheer die zij infecteren. Ook zijn host
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factoren belangrijk voor het functioneren van de eiwitten gecodeerd door ORFla en ORF1b, die
essentieel zijn voor de replicatie van het virusgenoom.?

Op basis van deze gegevens acht de COGEM de kans dat de beoogde chimere MHV virussen zich
zullen kunnen verspreiden onder mensen of runderen zeer klein.

De coronavirussen die de aanvrager wil gebruiken behoren alle drie tot het genus Betacoronavirus en
zijn ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2. In theorie kan de uitwisseling van genen invloed hebben op de
pathogeniteit en virulentie van de chimere virussen.

In verschillende eerdere experimenten zijn chimere recombinante MHV virussen gemaakt. Zo werd
in één studie het replicase gen van een zeer neurovirulente MHV stam (JHM) uitgewisseld met die van
de hepatrofe en mild neurovirulente MHV-A59 stam.? In een andere studie werd het S eiwit van de
zeer neurovirulente stam MHV-4 uitgewisseld met die van MHV-A59.%* Ook zijn er chimere MHV
varianten gemaakt met N coderende sequenties van BCoV.” De gecreéerde chimeren waren soms
even virulent als één van de uitgangsvirussen, maar in het merendeel van de gevallen bleek het
chimere virus geattenueerd in vivo.

De aanvrager is van plan een geattenueerde MHV variant (A59) te gebruiken, waarin een niet
functioneel HE gen aanwezig is. De COGEM acht het enerzijds aannemelijk dat de uitwisseling van
genen zal leiden tot verdere attenuatie van de uitgangsstam. Herstel van HE expressie door introductie
van een functioneel BCoV/HCoV-OC43 HE gen in geattenueerd MHV-A59, zou anderzijds het
celtropisme en de virulentie van chimeer MHV-A59 kunnen veranderen, maar de COGEM is van
mening dat dit niet zal leiden tot een virus met een hogere pathogeniteitsklasse dan een niet
geattenueerde MHV stam.

Alles in overweging nemende, is de COGEM van mening dat de pathogeniteit van de chimere murine
coronavirussen de pathogeniteitsklasse van de uitgangsvirussen niet zal overschrijden. Er is geen reden
om aan te nemen dat introductie van S en HE eiwitten van HCoV en BCoV in MHV eventueel zou
kunnen leiden tot verspreiding van de chimere virussen onder mensen of runderen. De COGEM
adviseert daarom de voorgenomen in vitro werkzaamheden uit te voeren op ML-1I inperkingsniveau.

Met het oog op mogelijke aérogene verspreiding van de virussen adviseert zij daarbij de volgende
aanvullende voorschriften te hanteren:
- het dragen van handschoenen tijdens de werkzaamheden is verplicht

- open handelingen dienen in een veiligheidskabinet klasse Il te worden uitgevoerd

Onder dit inperkingsniveau en aanvullende werkvoorschriften acht de COGEM de risico’s van de
voorgenomen werkzaamheden voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.
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