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ONDERWERP Advies inschaling van werkzaamheden met recombinant VVSIV- Lassa virus

Geachte mevrouw Van Veldhoven,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de vergunningaanvraag IG 18-163_2.8-000
getiteld: ‘Productie van genetisch gemodificeerd Vesicular stomatitis virus’ ingediend door
Batavia Biosciences B.V., deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de omlaagschaling van werkzaamheden met
genetisch gemodificeerde (gg-) Vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV) dat het
manteleiwit van het Lassa virus (LASV) bevat (VSVAG/LASVGPC). De aanvrager
verzoekt de werkzaamheden op ML-II niveau te mogen uitvoeren.

Wildtype VSIV veroorzaakt een ziekte in vee met symptomen die lijken op mond-en-
klauwzeer. De COGEM heeft VSIV als een klasse 3 dierpathogeen geclassificeerd.
Conform de Regeling ggo zouden de werkzaamheden met het gg-virus minimaal op ML-
I11 inperkingsniveau uitgevoerd moeten worden.

Op basis van resultaten uit verschillende studies bij mens en dier acht de COGEM het
aannemelijk dat VSVAG/LASVGPC voldoende geattenueerd is ten opzichte van het
wildtype VSIV om omlaagschaling van de voorgenomen werkzaamheden van ML-III
naar ML-II niveau te rechtvaardigen.

Om te voorkomen dat de laboratoriummedewerker besmet raakt met VSVAG/LASVGPC
en om eventuele verspreiding en uitsleep van het gg-virus naar bevattelijke dieren te
minimaliseren, adviseert de COGEM enkele aanvullende werkvoorschriften in acht te
nemen.

Op genoemd inperkingsniveau en onder navolging van de aanvullende werkvoorschriften
acht de COGEM de risico’s van de voorgenomen werkzaamheden 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 lenW



Inschaling van werkzaamheden met Vesicular stomatitis Indiana virus
voorzien van het oppervlakte-eiwit van Lassa virus

COGEM advies CGM/181025-01

Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met replicatiecompetent
Vesicular stomatitis Indiana virus, waarvan het oppervlakte-eiwit verwisseld is met dat van het Lassa
virus (IG 18-163). De aanvrager wil het genetisch gemodificeerde (gg-) virus produceren, opzuiveren
en karakteriseren, en verzoekt de werkzaamheden op ML-II inperkingsniveau uit te mogen voeren
onder inachtneming van enkele aanvullende werkvoorschriften.

Vesicular stomatitis Indiana virus

Het Vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV, ook wel VSV genoemd) behoort binnen de familie van
de Rhabdoviridae tot het genus Vesiculovirus. De ‘International Committee on Taxonomy’ (ICTV)
heeft in 2016 de soortnaam van VSIV gewijzigd in Indiana vesiculovirus.*

VSIV heeft als primaire gastheren knaagdieren, vee, varkens en paarden.? Het virus is enzodtisch in
de Verenigde Staten, Midden-Amerika en een deel van Zuid-Amerika, en veroorzaakt vesiculaire
stomatitis bij runderen, schapen, varkens en paarden. Deze ziekte wordt gekenmerkt door blaasjes op
de tong, het tandvlees, de uiers en de hoeven van de dieren, en lijkt sterk op mond-en-klauwzeer.
Vesiculaire stomatitis is besmettelijk en in Nederland aangifteplichtig.®>**® Een uitbraak van VSIV
kan tot grote economische schade leiden. Het virus wordt overgedragen door insecten, via direct
contact met wondjes op de huid van besmette dieren, of via inhalatie van virus bevattende aérosolen.>*

VSIV kan ook mensen infecteren. Infectie vindt vaak plaats via blootstelling aan geinfecteerde
dieren. Ook is infectie door blootstelling aan het virus in het laboratorium beschreven.* De meeste
humane infecties verlopen zonder klinische verschijnselen. Mensen die wel ziek worden, ontwikkelen
in eerste instantie hoge koorts gevolgd door griepachtige symptomen.? Verspreiding tussen mensen
onderling is niet in de literatuur gerapporteerd.’

VSIV is een kogelvormig niet-gesegmenteerd negatief enkelstrengs RNA-virus dat omhuld wordt door
een membraan.?* Het genoom codeert voor vijf eiwitten: het *nucleoprotein’ (N), het *phosphoprotein’
(P), het ’large protein’ (L), het "matrixprotein’ (M) en het "glycoprotein’ (G). De N-, L- en P-eiwitten
vormen een RNA-afhankelijk RNA-polymerase complex dat verantwoordelijk is voor zowel virale
transcriptie als replicatie. Het G-eiwit zit in het membraan verankerd en is betrokken bij de hechting
aan en fusie met de gastheercel. Het M-eiwit speelt een belangrijke rol in de constructie van het virus,
virus ‘budding’ en apoptose (geprogrammeerde celdood).* VSIV kent een breed celtropisme. In de
literatuur wordt verondersteld dat niet-specifieke elektrostatische en hydrofobe interacties de
aanhechting van VSIV aan cellen mediéren.*
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Lassa virus

Het Lassa virus (LASV) behoort binnen de familie van de Arenaviridae tot het genus
Mammarenavirus. De ‘International Committee on Taxonomy’ (ICTV) heeft in 2014 de soortnaam
van LASV gewijzigd in Lassa mammarenavirus.® LASV veroorzaakt bij de mens een zeer ernstig
ziektebeeld (Lassakoorts) dat in aanvang gekenmerkt wordt door (buik)griepachtige verschijnselen, en
vervolgens kan leiden tot hemorragische koorts met een fatale afloop. De natuurlijke gastheren van
LASV zijn bepaalde knaagdieren (Mastomys spp), die in West-Afrika voorkomen.®

LASV heeft een negatief enkelstrengs gesegmenteerd RNA genoom. Het virusdeeltje wordt omhuld
door een membraan. Het genoom codeert voor vier eiwitten en bestaat uit twee segmenten: large (L)
en small (S). Het L RNA codeert voor het membraanproteine (Z) en het virale polymerase (L). Het S
RNA codeert voor het precursor glycoproteine (GPC) en het nucleoproteine (NP). Het GPC is een
trimeer dat na translatie wordt gekliefd in de subunits SSP, glycoproteine 1 (GP1) en glycoproteine 2
(GP2). Het SSP is een transmembraan signaalpeptide en essentieel bij infectie van de gastheercel.
Het GP1 bindt aan de celreceptor en bepaalt het tropisme van het virus. Het GP2 is betrokken bij de
fusie van het virusdeeltje aan de celmembraan. LASV kent een breed celtropisme, waarbij het alpha-
dystroglycaan (a-DG) gezien wordt als de belangrijkste celreceptor.™*

VVoorgenomen werkzaamheden

De aanvrager wil een vaccin tegen Lassakoorts produceren. Het vaccin bestaat uit replicatie-
competent VSIV dat in plaats van het natieve G-eiwit het oppervlakte-eiwit van LASV tot expressie
brengt. Daartoe is het gen coderend voor het G-eiwit van VSIV vervangen door het gen coderend voor
het GPC-eiwit van LASV (VSVAG/LASVGPC), zoals beschreven door Garbutt et al.’? De
vergunningaanvraag betreft het vermeerderen van VSVAG/LASVGPC virusdeeltjes op Verocellen, en
het opzuiveren en karakteriseren van deze virusdeeltjes. De aanvrager geeft aan dat voor het genereren
van VSVAG/LASVGPC geen gebruik gemaakt is van een plasmide dat het G-eiwit van VSIV tot
expressie brengt.

Eerdere COGEM adviezen

De COGEM heeft geadviseerd VSIV in pathogeniteitsklasse 3 en LASV in pathogeniteitsklasse 4 in te
delen.*®'**>*® Daarnaast heeft zij meerdere malen geadviseerd over op VSIV gebaseerde replicatie-
competente chimeren die heterologe oppervlakte-eiwitten tot expressie brachten.'>**

In 2011 heeft de COGEM geadviseerd over laboratoriumstam VSIV-San Juan waarin het gen
coderend voor het G-eiwit vervangen was door genen coderend voor fusie-eiwitten afkomstig van een
breed scala aan virussen (onder meer Influenzavirus A, coronavirussen, rhabdovirussen, paramyxo-
virussen, bunyavirussen en baculovirussen).** Omdat de attenuatie van de te gebruiken VSIV-stam
onvoldoende was onderbouwd en de consequenties van een ontsnapping van de replicatiecompetente
gg-virussen naar het milieu aanzienlijk zouden zijn, adviseerde de COGEM de werkzaamheden in te
schalen op ML-I1I niveau.

In 2012 heeft zij geadviseerd over werkzaamheden met VVSIV waarin het gen coderend voor het G-
eiwit vervangen was door genen coderend voor het G-eiwit van het Zaire ebolavirus of het Lake
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Victoria marburgvirus.'” Omdat de aangeleverde literatuurgegevens niet overtuigend bewezen dat het
replicatiecompetente gg-VSIV geattenueerd was ten opzichte van wildtype VSIV, adviseerde de
COGEM de werkzaamheden in te schalen op ML-I1I niveau.

In 2016 heeft de COGEM ook geadviseerd over VSIV waarin het gen coderend voor het G-eiwit
vervangen was door het gen coderend voor het G-eiwit van het Zaire ebolavirus (gg-VSIV-ZEBOV)."
Op basis van vaccinatiestudies bij mensen, een studie met non-humane primaten en een studie met
varkens, achtte de COGEM het aannemelijk dat het gg-VSIV-ZEBOV vaccin voldoende geattenueerd
was ten opzichte van het wildtype VSIV om omlaagschaling van de voorgenomen werkzaamheden
van ML-IIl naar ML-II niveau te rechtvaardigen. De COGEM kon echter niet uitsluiten dat een
eventuele besmette medewerker het gg-virus in het milieu zou uitscheiden. Om te voorkomen dat de
medewerker besmet zou raken met gg-VSIV-ZEBOV en om eventuele verspreiding van het gg-virus
naar landbouwhuisdieren te minimaliseren, adviseerde de COGEM de volgende aanvullende
werkvoorschriften in acht te nemen:

- open handelingen worden uitgevoerd in een VK-II kabinet,

- tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen,

- laboratoriummedewerkers mogen geen contact hebben met varkens, grote en kleine
herkauwers en paarden tot drie dagen na het werken met gg-VSIV-ZEBOV.

Overwegingen en advies

De aanvrager wil laboratoriumwerkzaamheden uitvoeren met replicatiecompetent chimeer VSIV dat
het buitenmembraaneiwit van LASV (een klasse 4 virus) tot expressie brengt (VSVAG/LASVGPC).
Conform de Regeling genetisch gemodificeerde organismen zou een dergelijk chimeer virus minimaal
op ML-III inperkingsniveau ingeschaald moeten worden.

De aanvrager is van mening dat het gg-virus voldoende geattenueerd is ten opzichte van wildtype
VSIV om een inschaling op ML-II niveau te rechtvaardigen. Ter onderbouwing hiervoor verwijst hij
naar verschillende in vitro en in vivo studies met VSVAG/LASVGPC."*'31%% Tevens verwijst hij naar
een COGEM advies uit 2016. Hierin wordt geadviseerd werkzaamheden met replicatiecompetent
chimeer VSIV-Ebolavirus (gg-VSIV-ZEBOV) op ML-II in te schalen.* Dit gg-virus is op dezelfde
"backbone’ gebaseerd als dat van de voorliggende vergunningaanvraag, en brengt eveneens een
buitenmembraaneiwit van een klasse 4 virus tot expressie.

De COGEM is van oordeel dat de door de aanvrager aangeleverde in vitro studies met muizen- en
rattencellen laten zien dat de neurotoxiciteit van VSVAG/LASVGPC verminderd is.”> De
aangeleverde in vivo studies bij non-humane primaten, muizen, ratten en cavia’s laten zien dat
VSVAG/LASVGPC een verminderd replicerend vermogen heeft, en verminderd pathogeen is ten
opzichte van wildtype VSIV.'**8%% Teyens merkt de COGEM op dat gg-VSIV-ZEBOV (met
dezelfde backbone als VSVAG/LASVGPC) bij de mens veilig is gebleken en alleen milde
bijwerkingen geeft, zoals vasculitis, dermatitis en artritis.?»**** Het voorgaande in overweging
nemende, is de COGEM van oordeel dat VSVAG/LASVGPC voldoende geattenueerd is ten opzichte
van wildtype VSIV om omlaagschaling van de voorgenomen werkzaamheden van ML-11l naar ML-II
niveau te rechtvaardigen.
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De COGEM merkt op dat VSVAG/LASVGPC replicatiecompetent is en zowel mens als dier kan
infecteren. Om te voorkomen dat de medewerker besmet raakt met het VSVAG/LASVGPC vaccin
adviseert zij de volgende aanvullende werkvoorschriften in acht te nemen:

- open handelingen worden uitgevoerd in een VK-I1 kabinet;
- tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen.

De COGEM wijst er op dat, wanneer er in het onderzoeksveld of bedrijfsleven gewerkt wordt met
aangifteplichtige diervirussen, het gebruikelijk is dat een laboratoriummedewerker tot drie dagen na
het uitvoeren van experimenten met deze virussen geen contact heeft met dieren die voor deze
virussen bevattelijk zijn. Zij adviseert de aanvrager deze gangbare beheersmaatregel na te volgen ten
einde de kans op een eventuele besmetting van bevattelijke dieren met VSVAG/LASVGPC te
minimaliseren, en de impact van mogelijke consequenties te voorkomen.

Omdat gg-VSIV-ZEBOV de laatste jaren steeds vaker wordt toegepast en meer gegevens over
mogelijke verspreiding en veiligheid beschikbaar komen, is de COGEM van plan om in een later
stadium de in haar eerdere advies'* gestelde beheersmaatregelen, met name de bovengenoemde, voor
dit en vergelijkbare virusvaccins tegen het licht te houden.

Op genoemd inperkingsniveau en onder navolging van de aanvullende werkvoorschriften acht de
COGEM de risico’s van de voorgenomen werkzaamheden voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.
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