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Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de vergunningaanvraag IG 17-094_2.8-000
getiteld “Het onder GMP produceren van vaccinmateriaal ten behoeve van een klinische

trial’, ingediend door HALIX, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is verzocht te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met de

genetisch gemodificeerde (gg-) Influenza A virus stam influenza A H3N2 deIlNS1. Deze
stam bevat een deletie in het gen dat codeert voor het niet-structurele eiwit (NS1). De
aanvrager wil in het kader van de vaccinproductie gg-virussen produceren met de
oppervlakte-eiwitten van de A/Hong Kong/4801/2014 stam (H3N2).

De COGEM heeft eerder geadviseerd dat werkzaamheden met een gg-Influenza A virus
op ML-II niveau ingeschaald kunnen worden, mits de uitgangsstam sterk verzwakt is.

De resultaten van vaccinatie- en dierstudies tonen aan dat door afwezigheid van NS1 in
influenza A H3N2 het virus slechts in zeer beperkte mate kan vermenigvuldigen, omdat
het de immuunrespons niet meer kan remmen. Hierdoor vindt er vrijwel geen
uitscheiding van het gg-virus plaats.

Op basis van de resultaten van verschillende vaccinatie- en dierstudies, acht de COGEM
influenza A H3N2 delNS1 geattenueerd ten opzichte van wildtype Influenza A virus. De
COGEM acht een omlaagschaling van de voorgenomen werkzaamheden met deze
influenzavirusstam van ML-III naar ML-II niveau gerechtvaardigd, met inachtneming
van enkele aanvullende voorschriften.

Op bovengenoemd inperkingsniveau en onder navolging van de gestelde voorschriften
acht de COGEM de risico’s 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 lenM

Met het oog op eventuele belangverstrengelingen is het COGEM lid prof. dr. R.AM.
Fouchier niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Inschaling werkzaamheden met genetisch gemodificeerd
(99-) Influenza A virus

COGEM advies CGM/170712-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van vergunningaanvraag (IG 17-094) ingediend door HALIX, is de COGEM
gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met de genetisch gemodificeerde (gg-)
Influenza A virus stam, influenza A H3N2 deINS1. De aanvrager is voornemens vaccinmateriaal te
produceren ten behoeve van een klinische studie.

2. Influenza A virus

2.1 Ziektebeeld en overdracht

Influenza A virus kan mensen, vogels en zoogdieren infecteren. Humane influenza A virussen komen
wereldwijd voor. Bij gezonde mensen kan een infectie zonder ziekteverschijnselen verlopen, maar
meestal wordt infectie geassocieerd met milde tot matige symptomen, zoals koorts en koude rillingen,
hoesten, spierpijn, hoofdpijn, en moeheid (griep). Deze klachten duren enkele dagen tot een week. Bij
ouderen en mensen met een onderliggende ziekte, kan een infectie met Influenza A virus leiden tot
ernstigere ziekteverschijnselen en tot een verhoogde kans op overlijden. Jaarlijkse griepepidemieén
zijn verantwoordelijk voor 3 tot 5 miljoen ernstige ziektegevallen en 150.000 tot 500.000 doden
wereldwijd.*

Het virus wordt door de lucht via aerosolen overgedragen, maar overdracht kan ook plaatsvinden
via direct contact met besmette oppervlakten. Het virus infecteert luchtwegepitheelcellen en kan in
deze cellen repliceren. Bij het vrijkomen van nieuwe virusdeeltjes sterven de besmette epitheelcellen
af. Door deze beschadigingen aan het epitheel kunnen secundaire bacteriéle infecties ontstaan, die een
belangrijke oorzaak zijn van overlijden na infectie met het influenza virus.?

2.2 Genomische organisatie Influenza A virus

Influenza A virus heeft een negatief enkelstrengs RNA genoom en behoort tot de familie
Orthomyxoviridae en het genus Influenzavirus A.> Het RNA genoom van Influenza A virus bestaat uit
acht unieke genoomsegmenten en codeert voor minstens 10 eiwitten, waaronder drie eiwitten die het
RNA-polymerase vormen (PB1, PB2 en PA), het nucleoproteine (NP), de matrixeiwitten M1 en M2
en de niet-structurele eiwitten NS1 en NS2, en haemagglutinine (HA) en neuraminidase (NA).*° Het
HA eiwit is betrokken bij de aanhechting van het virus aan een gastheercel, terwijl het NA eiwit een
rol speelt bij het vrijkomen van virusdeeltjes uit een geinfecteerde cel. Beide eiwitten spelen een
belangrijke rol bij de gastheerspecificiteit en de aanmaak van antistoffen tegen influenza A virussen.®’
Er bestaan 18 HA subtypes en 11 NA subtypes die geisoleerd zijn uit vogels en vleermuizen, waarbij
198 (11x18) mogelijke combinaties kunnen ontstaan. Slechts drie combinaties (HIN1, H2N2 en
H3N2) hebben dusver tot een pandemie geleid voor mensen.?

COGEM advies CGM/170712-01 1



Wanneer een cel op hetzelfde moment door verschillende influenza A virussen wordt geinfecteerd,
kunnen genoomsegmenten of delen van genoomsegmenten tussen de virussen uitwisselen. Hierdoor
kunnen virussen ontstaan die segmenten van meerdere virussen bevatten, zogenaamde ‘reassortanten’.
Dit proces wordt ‘antigene shift’” genoemd en kan ervoor zorgen dat er nieuwe virussen ontstaan die
niet eerder bij mensen voorkwamen en waartegen de meeste mensen geen immuniteit hebben.
‘Antigene drift’ is een continu proces waarbij mutaties optreden in het virale RNA tijdens replicatie,
waardoor het virus niet meer herkend wordt door de antistoffen van het afweersysteem. Hierdoor is het
noodzakelijk dat het griepvaccin ieder jaar aangepast wordt aan de verwachte circulerende
griepvirussen.

3. Gg-Influenza A virus stam influenza A H3N2 deINS1

De aanvrager wil handelingen uitvoeren met de gg-Influenza A virus stam influenza A H3N2 deINS1.
Dit gg-virus is gegenereerd door ‘reverse genetics’, waarbij in Vero-cellen co-transfectie plaatsvindt
met 8 plasmiden die de sequenties van de verschillende virale segmenten bevatten (PA, PB1, PB2, NP,
M, NS, HA en NA). Hiervoor wordt gebruik gemaakt van de vector pHW2000.° Om influenza A
H3N2 deINS1 te produceren wordt gebruik gemaakt van 5 gensegmenten (PA, PB2, NP, M en
‘truncated’ NS) afkomstig van de geattenueerde stam influenza A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), waarvan
het NS1 gen gedeleteerd is. Eén gensegment (PB1) is afkomstig van de stam influenza A/Texas/1/77
(H3N2), en de NA en HA gensegmenten zijn afkomstig van influenza A/Hong Kong/4801/2014
(H3N2). Deze specifieke Hong Kong stam is door de WHO aanbevolen als seizoensgebonden
vaccinstam voor 2017-2018.%

De aanvrager stelt dat influenza A deINS1 een geattenueerd gg-Influenza A virus is, vanwege de
deletie in het NS gensegment. De deletie in het NS gen betreft het ORF van NS1, met uitzondering
van de basen die coderen voor de eerste 10 aminozuren die gedeeld worden met het NS2 eiwit (ook
wel ‘nuclear export protein’ (NEP) genoemd)." Volgens de aanvrager kan deze deletiemutant in de
gastheer luchtwegepitheelcellen infecteren, maar is replicatie niet mogelijk.

4. Eerder COGEM advies
De COGEM heeft in 2004 alle influenza A virussen ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3. De
geattenueerde influenzastammen A/WSN/33, Puerto Rico/8/34 en Port Chalmers/1/73 zijn ingedeeld
in pathogeniteitsklasse 2."#14*°

In een advies uit 2005 waarin de COGEM influenzastam A/Puerto Rico/8/34 als avirulent en sterk
geattenueerd voor mensen heeft bestempeld, stelde de COGEM dat eerdere experimenten hebben
aangetoond dat recombinante virussen, bestaande uit 6 gensegmenten van A/Puerto Rico /8/34 en 2
gensegmenten (HA en NA) van een wild-type humaan influenza virus, niet virulent zijn voor
mensen.'®” Ook blijkt de mate van attenuatie verder toe te nemen wanneer de recombinante virussen
meer A/Puerto Rico/8/34 gensegmenten bevatten.'®

In 2006 heeft de COGEM een generiek advies uitgebracht over aanvullende voorschriften bij

werkzaamheden met gg-influenza A virussen.® Zij stelde dat laboratoriumwerkzaamheden met gg-
influenza A virussen minimaal plaats moet vinden onder ML-I1I inperkingsniveau. De COGEM heeft
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hieraan toegevoegd dat specifieke activiteiten, zoals werkzaamheden met sterk verzwakte
virusstammen, mogelijk op een lager niveau (ML-1I) uitgevoerd kunnen worden. Ook stelde de
COGEM dat verspreiding dient te worden tegen gegaan en contact met deze virussen geminimaliseerd
dient te worden. Om de risico’s tijdens werkzaamheden op ML-III en ML-Il niveau verder te
beperken, heeft de COGEM de volgende aanvullende voorschriften geadviseerd:
» Open handelingen vinden plaats in een veiligheidskabinet klasse II;
» Medewerkers dienen gevaccineerd te zijn;
» Medewerkers met griepsymptomen dienen te worden uitgesloten van deelname aan de
werkzaamheden;
» Het dragen van handschoenen is verplicht;
* Bij werkzaamheden met H7 gg-influenzavirussen is een beschermende bril verplicht;
e Het dragen van een mond- en neuskapje (Europees CE gecertificeerd EN143 P2 of EN149
FFP2) is verplicht.

Verder heeft de COGEM meerdere keren geadviseerd over de omlaagschaling van
laboratoriumwerkzaamheden met recombinante influenza A virussen.**!*2%2122 Als voorwaarden zijn
destijds genoemd:

e De recombinante virussen moeten bestaan uit minimaal zes genoomsegmenten afkomstig van
een niet-virulente, verzwakte laboratoriumstam in combinatie met één of twee
genoomsegmenten van andere influenzavirussen;

e Voor heterologe HA-coderende gensegmenten moet een polybasische klievingsplaats
uitgesloten zijn;

e De heterologe genoomsegmenten zijn volledig gekarakteriseerd en er mogen geen
ongedefinieerde mutaties aangebracht zijn.

5. Overweging en Advies

Laboratoriumhandelingen met gg-influenza A virussen worden in beginsel op grond van de
classificatie van het Influenza A virus (pathogeniteitsklasse 3) op ML-IIl inperkingsniveau
ingeschaald. Echter, voor laagpathogene influenza A virussen, of voor geattenueerde virussen, kan een
lagere inperking worden gehanteerd.

De aanvrager wil werkzaamheden verrichten met influenza A H3N2 deINS1. Dit gg-virus bestaat uit
vijf gensegmenten van de geattenueerde Influenza A virus stam influenza A/Puerto Rico/8/34 (H1N1),
één gensegment van influenza A/Texas/1/77 (H3N2), en de NA en HA gensegmenten van A/Hong
Kong/4801/2014 (H3N2). Het influenza A/Texas/77 PB1 gensegment is afkomstig van de
zogenaamde ‘high growth reassortant’ IVR-116. IVR-116 is een 5:2:1 reassortant, waarbij vijf
gensegmenten afkomstig zijn van A/Puerto Rico/8/34, twee gensegmenten (NA en HA) van A/New
Caledonia/20/99 en één gensegment (PB1) van A/Texas/77.2%* IVR-116 is eerder gebruikt voor de
productie van influenza A virusvaccins met andere heterologe HA en NA moleculen dan in de
onderhavige aanvraag.”**
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Het NS1 gensegment afkomstig van influenza A/Puerto Rico/8/34 bevat een deletie, waardoor
influenza A H3N2 deINS1 volgens de aanvrager beschouwd kan worden als een geattenueerd virus.
De aanvrager baseert zich hiervoor op verscheidene (klinische) studies en de wetenschappelijke
literatuur over deINS1 influenza A virussen.™ #2%%" Het NS1 eiwit is onder andere betrokken bij het
onderdrukken van de interferon (IFN)-gemedieerde antivirale respons van de gastheer.""*® Influenza A
deINS1 stammen kunnen hierdoor niet of nauwelijks repliceren in interferon-competente cellen.%
De immunogeniciteit en veiligheid van intranasale delNS1 vaccins is al in enkele studies
gedemonstreerd, en ook vond er geen uitscheiding plaats van het virus in een klinische studie?’ en een
studie bij fretten, muizen en apen.** In een andere klinische studie werd het vaccinvirus alleen
uitgescheiden bij twee van de 36 deelnemers, in een neusuitstrijk 12 uur na intranasale toediening van
de hoogste dosering (7,7 logy, TCID50, ‘median tissue culture infective dose’).”® Het is echter
onduidelijk of het uitgescheiden virus een restant was van de toediening, of een product van (beperkte)
virusreplicatie.

De COGEM heeft in het verleden voor diverse recombinante virussen met minstens zes
gensegementen van een geattenueerde influenza A virus stam en met één of twee gensegmenten van
een wildtype influenza virus, omlaagschaling mogelijk geacht."***?***?* |n de onderhavige aanvraag
heeft de aanvrager gensegmenten van 3 verschillende influenzavirussen gebruikt, waarbij vijf
gensegmenten afkomstig zijn van de geattenueerde stam A/Puerto Rico/8/34, en waarin aanvullend
een deletie is aangebracht in het NS1 gensegment. De COGEM is van oordeel dat door deletie van het
NS1 gen, influenza A H3N2 deINS1 als geattenueerd virus kan worden beschouwd, gebaseerd op de
afwezigheid van een polybasische klievingsplaats in het HA-coderende segment®, de verminderde
capaciteit om de IFN-gemedieerde antivirale respons te onderdrukken, en het bewezen veilige gebruik
van deINS1 stammen in (klinische) studies.""?*#"?* In theorie zou de antivirale respons onderdrukt
kunnen worden door de aanwezigheid van een ander virus, waardoor influenza A H3N2 deINS1 in
beperkte mate zou kunnen repliceren en uitscheiding mogelijk zou zijn. Hier is echter nooit melding
van gemaakt in vaccinstudies en dierproeven met deINS1 virussen. Bovendien zal de antivirale
respons in immuuncompetente personen de virusreplicatie tegengaan, en zal er geen verspreiding van
het gg-virus plaatsvinden. Derhalve acht de COGEM de kans op replicatie door onderdrukking van de
antivirale respons verwaarloosbaar klein. Dit alles in overweging nemende, adviseert de COGEM om
werkzaamheden met influenza A H3N2 deINS1 op ML-II inperkingsniveau in te schalen.

De COGEM wijst erop dat de kans op het ontstaan van reassortanten door blootstelling aan een
deINS1 virus in personen die een wildtype influenza A virusinfectie doormaken, niet geheel
uitgesloten is. In deze situatie zou deletie van het NS1 gen gecompenseerd kunnen worden in cellen
die geinfecteerd zijn door zowel wildtype als gg-Influenza A virus.

Om eventuele risico’s te beperken adviseert de COGEM bij werkzaamheden met influenza A H3N2

delNS1 de volgende aanvullende voorschriften te hanteren:
» Open handelingen dienen in een veiligheidskabinet van klasse 11 uitgevoerd te worden;
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Medewerkers dienen gevaccineerd te zijn tegen de actueel circulerende humaan Influenza A
virus stammen;

Medewerkers met griepsymptomen dienen te worden uitgesloten van deelname aan de
werkzaamheden;

Het dragen van handschoenen is verplicht;

Onder bovengenoemd inperkingsniveau en onder navolging van de genoemde aanvullende
voorschriften acht de COGEM de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.
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