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Geachte mevrouw Huizinga-Heringa,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffendeedgunningaanvraag IM 10-002 met de titel
‘Vaccinatie met naakt nucleinezuur coderend vooogenetisch humaan tyrosinase voor de inductie
van specifieke afweer tegen melanoma cellen bijhded’ van de Universiteit Utrecht, deelt de
COGEM u het volgende mee.

Samenvatting

De COGEM is gevraagd tel@seren over een vergunningaanvraag voor eenestatrin honde
met uitgezaaid en uitbehandeld melanoom gevacdneeorden met het plasmi
pING/Tyrosinase. Ditaccin is sinds 2009 op de Amerikaanse markt ighkaiar en sinds die ti
zijn er ongeveer 6000 honden met het vaccin bet@dnde

Het plasmide pING/Tyrosinase bevat een gen datesbdeormenselijk tyrosinase. Dit enzym
betrokken bij de vorming van het huidpigment metenen komt, behalve in gezonde huidcel
ook tot expressie in kwaaal@ige melanomen. Door honden te vaccineren metsatige
tyrosinase wordt een afweerreactie opgewekt tegen hlonden tyrosinas Hierdoor is he
afweersysteem in staat om kwaadaardige melanoandellherkennen en te verwijderen.

De aanvrager is voormeens het vaccin via een naaldvrij injectiesysternde spierlaag aan
hond toe te dienen. De COGEM iarvmening dat de kans op integratie van het plasimnidel
genoom van cellen van behandelde honden verwahdaog&lein is.

Het plasmide pING/Tyrosinase bevat enkele virafpusaties van het humaierpesvirus 5 virus
(HHV-5). Gezien de eigenschappen van HHV-5 en eerggaringen acht de COGEM de ke
verwaarloosbaar klein dat het plasmide met HHV{5regaombineren. Bovendien is d80OGEM
van mening dat een mogelijke homologe recombinatoeze situatie nietal leiden tot een virt
met nieuwe eigenschappen.

In het hypothetische gevdht het plasmide door een bacterie wordt opgenoramlit in de oge
van de COGEM geen schadelijk effect opleveren woens of milieu.

Samengevat is de COGEM voor deze studie van mes@hglerisico’s voor mens en milie
verwaarloosbaar klein zijn.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en éetitwoortvloeiende advies treft u hierbij

aan als bijlage.

Hoogachtend,
—ke—

Prof. dr. ir. Bastiaan C.J. Zoeteman
Voorzitter COGEM

c.c. Drs. H.P. de Wijs
Dr. I. van der Leij



Vaccinatie van honden met naakt DNA

COGEM advies CGM/101013-02

Inleiding
De COGEM is gevraagd te adviseren over de mogetigieo’s voor mens en milieu van een
studie waarin honden met uitgezaaid en uitbehanawlhnoom worden gevaccineerd met het
plasmide pING/Tyrosinase. Het primaire doel vanstiglie is om de klinische effectiviteit van
een behandeling met het plasmide DNA te evalueren.

Het vaccin dat de aanvrager wil gebruiken worgirgduceerd door MERIAL en is sinds 2009
op de Amerikaanse markt verkrijgbaar. Volgens deviaer zijn sinds de introductie van het
vaccin ongeveer 6000 honden behandeld in de VS.

Kwaadaar dig melanoom bij honden

Kwaadaardig melanoom is een redelijk frequent voorwnde spontane en agressieve tumor bij
de hond. De prognose van de ziekte is mede afhgnkeh het klinisch stadium van de tumor,
waarbij de World Health Organisation (WHO) vier eéus onderscheidt. Niveau | en Il tumoren
zijn respectievelijk kleiner dan 2 tot 4 centimeterdiameter. Bij deze tumoren worden geen
uitzaaiingen aangetroffen. Niveau Il en IV tumomjm groter dan vier centimeter in diameter en
kunnen uitzaaien naar de lymfeknopen, lever, loregenierert:?

Honden met kwaadaardige melanomen worden meestalntleld met agressieve lokale
behandelingen, zoals chirurgie en radiotherapiearMmdanks deze behandelingen worden er
vaak uitzaaiingen op afstand gevondén.

In de VS is in de afgelopen jaren, wat betreft tesgiur, vooruitgang geboekt bij honden met
uitgezaaid melanoom door deze te vaccineren metpéesmide dat humaan tyrosinase tot
expressie brendt® Dit enzym katalyseert de omzetting van tyrosinarnhet huidpigment
melanine in melanocyten. Door honden te vaccinemat humaan tyrosinase wordt een
afweerreactie opgewekt tegen endogeen hondenngsesi Hierdoor is het afweersysteem in staat
om kwaadaardige melanoomcellen te herkennen egrigjderen.

V oor genomen wer kzaamheden
Het plasmide pING/Tyrosinase zal transdermaalimtrsculair toegediend worden middels het
naaldvrije Biojector2000 systeem. Dit injectiesgste bevat een kleine opening aan de
injectiezijde waar de injectievioeistof onder C@uk doorheen wordt gespoten. De diameter van
deze opening is kleiner dan dat van een mensdiiflgg. De combinatie van een hoge druk en
kleine diameter zorgt ervoor dat de vloeistof delHwan penetreren zonder dat hier een naald
voor nodig is*

De honden ontvangen met twee wekelijkse intervabem transdermale/intramusculaire
injectie met 50Qg plasmide DNA tot een maximum van 4 injecties. iDaavolgt nog, afhankelijk
van het ziekteverloop bij de hond, een boosteriigemet intervallen van 6 maanden tot een
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maximum van 4 keer. Toediening van het vaccin vpidats in een dierverblijf dat voldoet aan
DM-Il inrichtingseisen.

Eerdere COGEM adviezen
De COGEM heeft vijfmaal geadviseerd over het gdbusin plasmide DNA (naakt DNA) in
klinische studies bij mensen.

Een van deze vier adviezen betrof een algemeenesmdwer mogelijke integratie en
verspreiding van naakt DNAIn dit advies geeft de COGEM aan dat zij van mgrim dat
integratie van naakt DNA in het genoom van cellam vnensen en dieren kan optreden. De
frequentie waarmee dit gebeurt, is echter dernzatg tlat de COGEM de risico’s die verbonden
zijn aan de toediening van naakt DNA niet grotdrtatan de risico’s die verbonden zijn aan het
gebruik van de ‘conventionele’ virale of bacterigédecins die reeds decennia lang wereldwijd aan
miljoenen mensen worden toegediend. Bovendierj ian mening dat de kans op integratie van
het plasmide in kiembaancellen verwaarloosbaamkigiindien naakt DNA niet direct in de
gonaden geinjecteerd wordt.

In het advies heeft de COGEM tevens aangegevenijdd¢ kans op verspreiding van naakt
DNA uit mensen of dieren naar andere organismédretralgemeen klein acht, aangezien er geen
uitscheiding van het naakte DNA wordt waargenonzdnplaatst hier een aantal kanttekeningen
bij. De verspreidingsrisico’s zullen toenemen imdieet naakt DNA sequenties bevat waardoor
het replicatiecompetent wordt in zoogdiercellen.v@wlien kan de kans op integratie en
verspreiding van naakt DNA ook toenemen indiendegjuenties bevat die een interactie geven
met virussen of virussequenties. Hierdoor neenkades toe dat er infectieuze virussen ontstaan
met mogelijk nieuwe eigenschappen.

Een ander verspreidingsrisico wordt gevormd doomagelijkheid dat het naakt DNA door
bacterién binnen of buiten het lichaam wordt opgesm, waardoor er genetisch gemodificeerde
bacterién ontstaan die zich in het milieu kunnersp@iden. Het vermijden van zogenaamde
‘DNA uptake sequences’ en het toedienen van het IiN#teriele lichaamsholten zal deze kans
op de opname van DNA door bacterién verkleineniemdhet effect van de modificatie geen
overlevingsvoordeel voor de bacterie oplevert esistentiegenen vermeden worden, acht de
COGEM het verspreidingsrisico verwaarloosbaar klein

Naast het algemene advies heeft de COGEM vierrgaabdviseerd over een specifiek
gentherapieprotocol. Het eerste advies betrof eernraag waarin plasmide DNA werd gebruikt
voor de aanmaak van de groeifactor VEGHet tweede betrof een klinische studie met
Allovectin-7 voor de behandeling van melanoftdet derde advies betrof de behandeling van
kritische lidmaatischemie met het plasmide NV1FGHet laatste advies betrof een behandeling
van melanoma met behulp van het plasmide pDERMADe COGEM achtte de kans op
integratie van betreffende plasmiden in deze ssudezwaarloosbaar klein. Tevens achtte zij de
kans op recombinatie van de plasmide sequenties vingtsequenties en opname van de
plasmiden door bacterién verwaarloosbaar klein.g@gmd van deze redenen had de COGEM
geen bezwaar tegen de aanvragen.
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Milieurisicoanalyse

Bij de risicobeoordeling van de introductie in hetilieu van genetisch gemodificeerde
organismen (ggo’s), zoals die door de COGEM woridfewroerd, worden de effecten beoordeeld
die het ggo kan hebben op mens en milieu. Hierbijdivzowel gekeken naar mogelijke directe
als indirecte schadelijke effecten van het ggo.déoreigenschappen van een levend organisme of
virus kan er in het geval van naakt DNA niet gekproworden van een ggo. Door de opname van
het DNA in somatische cellen, kiembaancellen, baateof virussen ontstaan er echter ggo’s, die
mogelijkerwijs in het milieu terecht kunnen komenzich daar kunnen verspreiden. De COGEM
heeft zich in haar milieurisicoanalyse daarom deriop de mogelijke risico’s van deze
gebeurtenissen.

Elementen van het plasmide pING/Tyrosinase

In de onderhavige studie wordt gebruik gemaakthetrplasmide pING/Tyrosinase. Dit plasmide
is een dubbelstrengs, covalent gesloten circulafADmolecuul van 6408 basenparen. Het
plasmide bevat een ColEiigin of replication die ervoor zorgt dat het plasmide in bacterién van
de familie Enterobacteriaceae kan repliceren en gehandhaafd blijft. In het plidenbevindt zich
het gen dat codeert voor het humane eiwit tyrosindgvens is in het plasmide hgitl gen
afkomstig vank. coli gekloneerd. Hehptl gen codeert voor een eiwit dat zorgt voor resisen
tegen de antibiotica kanamycine en neomycine. teinpde bevat geen genen die coderen voor
transformerende of oncogene eigenschappen.

Expressie van het humaan tyrosinase staat ondémo®ran een humaan Cytomegalovirus
(hiernaHuman herpesvirus 5 of HHV-5') immediate early promotersequentie. Deze promoter
initieert de transcriptie van het tyrosinase eilN&ast deze promotorsequentie is er een exon 1 en
een intron A sequentie van HHV-5 in het plasmideveezig. Deze sequenties zijn gericht op
betere expressie van tyrosinase in gevaccineetinc®e HHV-5 sequenties in het plasmide
pING/Tyrosinase zijn identiek aan de wild-type HF\sequenties.

Overwegingen en advies

Op basis van de mogelijke verspreidingsrisico’s vemakt DNA heeft de COGEM in haar
algemene advies uit 2004 een aantal criteria oplggsivaarmee het gebruik van naakt DNA
ingedeeld kan worden in een drietal risicogroepdtet het oog op de eigenschappen van
pING/Tyrosinase (niet-replicatiecompetent en afgkeid van verspreidingsrisico) is de COGEM
van mening dat pING/Tyrosinase ingedeeld kan woideate groep van plasmiden met de laagste
milieurisico’s en acht daarom de daarvoor geldemagwegingen van toepassing op onderhavige
studie.

Integratie in somatische cellen

Plasmide DNA dat is opgenomen door cellen en incdikern terecht is gekomen, kan

mogelijkerwijs integreren in het genoom. De COGE#Mvian mening, op basis van hierna
genoemde argumenten, dat de integratiefrequentie piG/Tyrosinase in het genoom van

somatische cellen lager zal zijn dan de frequerdre spontane gen-inactiverende mutaties (2 x
10° spontane mutaties per géry.Hierbij baseert de COGEM zich op de gegevens earstudie
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waarin spierweefsel door middel van electroporatied getransduceerd met naakt DINADok

in het geval van deze relatief efficiénte transiducethode bleef de integratiefrequentie van het
naakte DNA onder de basislijn van spontane gertivexende mutaties. De COGEM is van
mening dat het door aanvrager gebruikte Biojectdd28ysteem de integratiefrequentie ten
opzichte van de eerder genoemde electroporatiatdciiet zal bevorderen, omdat dit systeem
niet efficiénter is. Op basis van deze overwegimgle COGEM van mening dat de kans op
integratie in somatische cellen niet hoger is danfrdquentie van spontane gen-inactiverende
mutaties. In het onwaarschijnlijke geval dat erabinatie optreedt tussen de sequentie van het
humaan tyrosinase en het hondentyrosinase lewegedn milieurisico op, omdat cellen met een
dergelijke recombinatie niet uitgescheiden zullemwden.

Integratie in kiembaancellen
In haar algemene advies geeft de COGEM aan ddezjans op verticale transmissie van naakt
DNA verwaarloosbaar klein acht indien het plasmiblA niet direct in de gonaden wordt
geinjecteerd en niet wordt toegediend aan zwangderrelatief eenvoudigste manier om naakt
DNA in contact te laten komen met kiembaancellaritéim directe injectie in de gonaden om) is
door naakt DNA direct in de bloedbaan te injecteferhter, naakt DNA staat na toediening aan
het bloed bloot aan onder meer nucleasen en fagrenyde cellen die het DNA afbreken. Naakt
DNA dat niet wordt afgebroken moet vervolgens darbaancellen binnendringen om de celkern
bereiken. Ook binnen de cel staat het naakt DNAotblaan nucleasen. Het risico op
kiembaantransmissie zal daarom bij injectie varknB&A in de bloedbaan veel lager zijn dan
bij directe injectie in de gonadén.

In onderhavige studie wordt het naakt DNA transgel/intramusculair toegediend. In lijn
met het algemene advies is de COGEM daarom vanngyelsit de kans op verticale transmissie
van pING/Tyrosinase verwaarloosbaar klein is.

Het ontstaan van recombinante virussen

Een ander mogelijk verspreidingsrisico van naaktADMrmt de opname van het DNA in het
genoom van virussen, die in de patiénten aanwezimén zijn. Theoretisch kunnen hierdoor
infectieuze virussen ontstaan met nieuwe eigenggmpDe vorming van dergelijk nieuwe
virussen is mogelijk indien er recombinatie optteadssen het virale genoom en homologe
sequenties in het naakt DNA. Voor een dergelijlemnabinatie is het van belang dat het plasmide
en de virussequenties beiden in dezelfde cel aagwia.

Expressie van het humaan tyrosinase staat ondérotwan een HHV-Smmediate early
promotersequentie. Naast deze promotorsequentie is er een HHV-5 ekan een HHV-5
intronsequentie in het plasmide aanwezig. In tleea@ou (homologe) recombinatie kunnen
optreden met een wildtype HHV-5 indien een hondetsggelijkertijd met het plasmide en HHV-
5 geinfecteerd is. Echter, HHV-5 is een virus waarliet gastheerbereik beperkt is tot de mens.
Het is niet aannemelijk dat HHV-5 honden kan indeeh en zich vervolgens in de hond kan
vermenigvuldigen. Het is verder zeer onwaarschijntiat een interactie tussen de HHV-5
sequenties en andere virussen in de hond kan yiledgs door het gebrek aan homologie met
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deze virussen. De promoter van het enige herpesgatibeschreven is in de ho@hine herpes
virus) vertoond slechts 46% homologie met de HHV-5 priamo

Gezien het feit dat HHV-5 geen honden infectesrtia kans dat het virus en het plasmide in
dezelfde cel aanwezig zullen zijn verwaarloosbaeink In het zeer onwaarschijnlijke geval dat
homologe recombinatie zou optreden tussen de Hid¥epienties en wildtype HHV-5 aanwezig
in de hond, zal dit resulteren in uitwisseling \derelfde virusonderdelen. De kans op een virus
met nieuwe eigenschappen acht de COGEM daarom ado@abaar klein.

Gezien bovenstaande overwegingen acht de COGEMads &p verspreidingsrisico’s als
gevolg van recombinatie van het plasmide pING/Tiyrase met een virus verwaarloosbaar klein.

Opname en verspreiding door micro-organismen

De opname van recombinant DNA door micro-organiskemn leiden tot het ontstaan van ggo’s
die zich mogelijkerwijs in het milieu kunnen versiglen. De COGEM heeft in een eerder advies
aangegeven, dat een veertigtal bacteriesoorteta@t & om effectief DNA op te nemen uit de
omgeving® Hieronder vallen bepaalde bodembacterién, maaremtiele humane pathogenen.
Daarnaast kunnen enkele soorten DNA opnemen afligmkan zogenaamde ‘DNAuptake
sequences (DUS). Het vermijden van zogenaamde ‘DNiptake sequences’ en het toedienen van
het DNA in steriele lichaamsholten, zoals in spie=al deze kans op de opname van DNA door
bacterién verkleinen.

In onderhavige aanvraag wordt pING/Tyrosinase stlamrmaal/intramusculair toegediend
Gezien de wijze van toediening is het pING/Tyrossaglasmide alleen tijdelijk aanwezig in
spiercellen en mogelijk enkele huidcelen op detplaan injectie. De aanvrager geeft aan dat na
vaccinatie wordt gecontroleerd op de aanwezighait plasmide oplossing op of rond het dier.
Volgens de aanvrager wordt niet-opgenomen, op d& éanwezige plasmide DNA verwijdert,
gedecontamineerd en als biologisch afval behan@sEdCOGEM merkt op dat de aanvrager niet
aangeeft welke methode hiervoor wordt gehanteeed COGEM adviseert de injectieplek met
behulp van een desinfectans af te nemen. Hierdawdem eventueel op de huid aanwezige
bacterién, die in theorie DNA opgenomen kunnen aepbhfgedood.

Naast de eventuele kans op een opname van DNA isolkevan belang de eventuele gevolgen
van een dergelijke opname in ogenschouw te nemeh.pldsmide bevat naast de coderende
sequentie voor humaan tyrosinase ookmgghgen afkomstig van in het milieu aanwezi§ecoli
bacteriéenNptl codeert voor een eiwit dat zorgt voor resistetdgen de antibiotica kanamycine
en neomycine.

De COGEM wijst er op dat kanamycine door de WoHealth Organisation wordt
geclassificeerd als*4ijns antibioticum voor de behandeling van multigiresistente tuberculose.
De COGEM heeft in 1998 geadviseerd over de veildjhean het gebruik van hetptll
antibioticaresistentiegen in genetisch gemodifideeplanten.Nptll zorgt, net alsnptl, voor
resistentie tegen de antibiotica kanamycine en gem®® Mede gebaseerd op het feit datl|
wijdverspreid in de natuur voorkomt, concludeerdeGDGEM dat gebruik van dit resistentiegen
in planten een verwaarloosbhaar klein risico vormder het milieu. Dit is in lijn met de mening
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van de EFSA? Zoals eerder beschreven is hptl gen afkomstig van in het milieu aanwezge
coli bacterién. In onderhavige studie levert opname tah plasmide de bacterie geen
groeivoordeel op, aangezien behandelde honden geeamycine of neomycine krijgen
toegediend. De COGEM is gezien het bovenstaandememing dat de kans verwaarloosbaar
klein is, dat in het hypothetische geval van eemaope van het plasmide pING/Tyrosinase door
bacterién, dit een schadelijk effect zou opleverx@sr mens of milieu.

Monitoring

Het pING/Tyrosinase wordt middels een biojector2896teem transdermaal/intramusculair aan
de hond toegediend. Dit toegediende plasmide zodiwgrse manieren uitgescheiden kunnen
worden en in het milieu terecht kunnen komen. Rijbeeld via bloed, urine of het dagelijkse
verlies van hoorncellen of huidschilfers uit de &oeste laag van de huid. Echter, op basis van de
wijze van toediening en de eigenschappen van hetnptle (niet-replicatiecompetent, geen
transformerende en oncogene eigenschappen), achC@E&EM de kans op shedding
verwaarloosbaar klein. In het onwaarschijnlijke @edat er shedding optreedt, acht de COGEM
de kans op risico’s voor mens en milieu ten gevalge deze shedding verwaarloosbaar klein.
Daarom ziet zij geen directe aanleiding voor mamtp Wel kan monitoring nuttige informatie
kan opleveren voor het beoordelen van toekomstgeragen.

Conclusie

De huidige aanvraag betreft een klinische studiarimahonden met uitgezaaid en uitbehandeld
melanoom worden gevaccineerd met het plasmide piNG@Gsinase. De COGEM is van mening
dat de kans dat het plasmide DNA in somatischeerelbf kiembaancellen integreert
verwaarloosbaar klein is. Tevens acht de COGEMattes klat virussen of bacterién het plasmide
of plasmidesequenties opnemen en zich verspreiddemei milieu verwaarloosbaar klein. Op
grond van genoemde overwegingen acht de COGEMsditeo™s voor mens en milieu, bij de
voorgenomen studie en de daarbij voorgenomen weiitgmaatregelen, verwaarloosbaar klein.
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