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Onderwerp
Signalering Transgene muggen

Geachte heer Van Geel,

Hierbij bied ik u de signalering ‘Transgene muggen als wapen in de strijd tegen malaria’ aan.
De COGEM informeert met deze signalering de Nederlandse overheid in een vroegtijdig
stadium over de ontwikkelingen op het gebied van genetisch gemodificeerde muggen als
ziektebestrijders. Het vrijlaten van dergelijke transgene muggen in het ecosysteem vraagt om
een nieuwe benaderingswijze.

Samenvatting

De wetenschappelijke ontwikkelingen op het gebied van bestrijding van malaria met transgene
muggen, die niet langer in staat zijn om de malariaparasiet over te dragen naar de mens, zijn
hoopgevend en brengen het moment van vrijlaten van transgene muggen in het ecosysteem
dichterbij. Doorgaans worden bij het in het milieu brengen van genetisch gemodificeerde
organismen (ggo’s) maatregelen getroffen om de gevolgen voor de omgeving zoveel mogelijk
te beperken. Met de inzet van transgene muggen als bestrijdingsmethode voor malaria is het
tegenovergestelde het geval. Vervanging van de van nature voorkomende muggenpopulaties
door genetisch gemodificeerde muggen is voor succes noodzakelijk. Vrijlating vraagt dan ook
om een nieuwe benaderingswijze en het maken van nieuwe afwegingen. Dit laatste is een
mondiale aangelegenheid en gaat derhalve ook de Nederlandse overheid aan. Enerzijds in haar
rol als financier van onderzoek en van ontwikkelingshulp en anderzijds als participant in
internationale verdragen.

Het vrijlaten van transgene muggen is alleen aanvaardbaar als de veiligheid voor mens en
milieu niet in het geding komt en er een goede kans bestaat dat het beoogde effect behaald kan
worden. Kennis om aan te tonen dat het vrijlaten van transgene refractoire muggen veilig is én
dat het bestrijden van malaria met deze muggen haalbaar is ontbreekt vooralsnog. Meer
onderzoek is vereist. Het hanteren van een stappenplan vergelijkbaar aan het Nederlandse
stappenplan voor introducties in het milieu van ggo’s is een geschikte methode. Na
laboratorium- en kasproeven is de laatste stap het vrijlaten van transgene muggen in een
geisoleerd gebied. Alleen bij voldoende garanties ten aanzien van veiligheid en haalbaarheid is
een volgende stap gerechtvaardigd.
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Deze signalering wordt u toegezonden in het kader van de wettelijke taak van de
COGEM u te informeren over belangrijke ethische en maatschappelijke aspecten
samenhangend met genetische modificatie.

Hoogachtend,

by Lo

—_—

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

cc. Dr. C. P. Veerman, Minister van Landbouw, Natuur en VVoedselkwaliteit,
A.M.A. van Ardenne- Van der Hoeven, Minister van Ontwikkelingssamen-
werking,
Drs. C. Ross-Van Dorp, Staatssecretaris van Volksgezondheid, Welzijn en
Sport,
Drs. M. Rutte, Staatssecretaris van Onderwijs, Cultuur en Wetenschappen.
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In de strijd tegen malaria
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Commissie Genetisch Modificatie (COGEM)

De COGEM heeft volgens de Wet milieubeheer (82.3) tot taak de regering te
adviseren over de risicoaspecten van genetisch gemodificeerde organismen en te
signaleren over ethische en maatschappelijke aspecten van genetische modificatie.
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Samenvatting

De komst van een scala aan moderne biotechnologische technieken en het
beschikbaar komen van de volledige genoomsequenties van de malariaparasiet,
de malariamug en het menselijke genoom hebben nieuwe ontwikkelingen op het
gebied van malariabestrijding in gang gezet. Eén van deze nieuwe terreinen is
het inzetten van genetisch gemodificeerde muggen. Door genen met een
antiparasitaire werking in de mug in te bouwen hopen onderzoekers de
overdracht van de malariaparasiet naar de mens tegen te gaan. Eenmaal
vrijgelaten in gebieden waar malaria heerst, zullen deze zogeheten transgene
refractoire muggen nog wel mensen steken om bloed te zuigen, maar geen
malaria overbrengen. Het ultieme doel is om de van nature voorkomende
muggenpopulatie te vervangen door deze transgene muggen en daarmee één van
’s werelds meest dodelijke ziekten uit te bannen.

Transgene muggen vragen om nieuwe afwegingen in een vroeg stadium
Doorgaans worden bij het in het milieu brengen van genetisch gemodificeerde
organismen (ggo’s), zoals het verbouwen van transgene gewassen, maatregelen
getroffen om de gevolgen voor de omgeving zo veel mogelijk te beperken. Met
de inzet van transgene muggen als bestrijdingsmethode is het tegenovergestelde
het geval. Om het doel te bereiken is het noodzakelijk om een verandering in het
ecosysteem te veroorzaken, namelijk het vervangen van de wilde muggen-
populatie. De keerzijde hiervan is dat de verspreiding van transgene muggen
niet volledig controleerbaar is en niet valt terug te draaien. Vrijlating vraagt dan
ook om een nieuwe benaderingswijze en het maken van nieuwe afwegingen.

De ontwikkelingen op het gebied van transgene muggen volgen elkaar snel
op. Successen met transgene refractoire muggen in combinatie met malaria bij
ratten zijn al geboekt. Vertalen van deze resultaten naar humane malaria lijkt
slechts een kwestie van tijd en maakt het noodzakelijk om in dit stadium af te
wegen of en onder welke voorwaarden de verspreiding van transgene muggen
acceptabel en mogelijk is.

Garanties ten aanzien van veiligheid en haalbaarheid

Het vrijlaten en verspreiden van ggo’s met als doel de van nature voorkomende
populatie te veranderen of zelfs te vervangen roept ethische bezwaren op. De
mens creéert nieuwe organismen en zet de natuur naar zijn hand. Echter, het feit
dat het hier bestrijding van een ziekte betreft die jaarlijks miljoenen slachtoffers
eist, maakt dat voor velen deze bezwaren geen beletsel zijn voor vrijlating.
Hierbij dient aangetekend dat vrijlating wel onder strikte voorwaarden moet
geschieden. Alleen als de veiligheid voor mens en milieu niet in het geding
komt en er een goede kans bestaat dat het beoogde effect behaald kan worden, is
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vrijlaten van transgene muggen in de natuur aanvaardbaar. Vervanging van de
van nature voorkomende populaties door transgene muggenpopulaties is voor
succes noodzakelijk.

Kennis om aan te tonen dat het vrijlaten van transgene refractoire muggen
veilig is én bestrijden van malaria met deze muggen haalbaar is, ontbreekt
vooralsnog. Hierdoor blijven vragen, met name over de gevolgen van eventuele
gedragsveranderingen van de mug of de parasiet, veelal onbeantwoord. Zo ook
de vraag in hoeverre ingrijpen effect heeft op de verspreiding van andere
ziekteverwekkers. Geopperd wordt dat door een verstoorde interactie tussen
mug en parasiet de mug andere (on)bekende levensbedreigende ziekteverwek-
kers zou kunnen overdragen.

Ook het potentiéle vermogen van de parasiet om zich binnen afzienbare tijd
te weren tegen geneesmiddelen roept vragen op. Mogelijk kan de malariapara-
siet op den duur resistentie opbouwen tegen de ingebrachte antiparasitaire genen
van de mug. Behalve het risico dat hierdoor de bestrijding van malaria met
transgene muggen dreigt te mislukken, bestaat de angst dat de mug en daarmee
malaria zich later over grotere gebieden kan gaan verspreiden. Het snelle
aanpassingsvermogen van de parasiet roept daarnaast de vraag op in hoeverre de
parasiet in staat is zich aan te passen aan een andere gastheer. Overdracht van de
malariaparasiet door andere of meerdere gastheren zou kunnen leiden tot een
bredere verspreiding van malaria.

De huidige kennis, veelal gebaseerd op het gedrag en eigenschappen van niet-
transgene muggen, is niet toereikend om de bovengenoemde mogelijke gevaren
uit te sluiten maar geeft vooralsnog ook geen aanleiding om ze als aannemelijk
te beschouwen.

De wisselwerking tussen de malariamug en de malariaparasiet is specifiek tot
uniek te noemen. Gegevens die erop wijzen dat deze specificiteit eenvoudig te
doorbreken is, ontbreken. Hoewel muggen van meerdere genera zich voeden
met humaan bloed en daarmee verschillende ziekteverwekkers opnemen, zijn
alleen muggen van het genus Anopheles in staat de humane malariaparasiet over
te dragen. Dit geldt evenzo voor andere ernstige humane ziekteverwekkers en
hun vectoren.

De malariamug stelt specifieke eisen aan zijn omgeving en is daardoor
gebonden aan bepaalde streken. Wil een transgene mug zich in nieuwe gebieden
vestigen dan zal dit gepaard moeten gaan met verandering van meerdere
eigenschappen. Daarbij zal de ziekte malaria zich alleen verspreiden als ook de
parasiet zich onder de nieuwe omstandigheden weet te handhaven.

Dat de malariaparasiet in staat zal zijn de werking van de ingebouwde genen
te omzeilen is minder onwaarschijnlijk. Het inbouwen van meerdere genen, die
ingrijpen in verschillende ontwikkelingsstadia van de parasiet, lijkt hiervoor
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echter een oplossing te bieden. Ook de keuze voor een mechanisme om de
genen versneld door de muggenpopulatie te verspreiden moet er voor zorg
dragen dat resistentie niet vroegtijdig wordt doorbroken.

Het hanteren van deze criteria alleen biedt echter geen garantie. Tevens
zullen experimenten moeten aantonen dat de inzet van transgene muggen als
bestrijdingsmethode haalbaar is. Ondermeer moet gekeken moeten of het
ingebouwde gen stabiel aanwezig blijft, het gen inderdaad een antiparasitaire
werking heeft en verspreiding door de populatie plaatsvindt. Ook het feit dat de
huidige kennis niet toereikend is om garanties te bieden ten aanzien van
veiligheid vraagt om meer onderzoek. Experimenten moeten aantonen dat een
eventueel afwijkend gedrag van de mug of de parasiet geen nadelige gevolgen
heeft voor mens of milieu.

Veiligheids- en haalbaarheidsmanagement

Voorafgaand aan het vrijlaten van muggen lijkt een stapsgewijze benadering,
vergelijkbaar met het Nederlandse stappenplan dat gehanteerd wordt bij het in
het milieu brengen van ggo’s, de aangewezen methode om antwoorden te geven
op bovenstaande vragen. Deze benadering biedt de mogelijkheid om stapsgewijs
inperkingen op te heffen. Bij voldoende garanties ten aanzien van veiligheid en
haalbaarheid is een volgende stap gerechtvaardigd.

Dit zal in de praktijk betekenen dat de eerste fase van toetsen zich afspeelt in
het laboratorium. Laboratoriumexperimenten moeten duidelijkheid geven over
bijvoorbeeld de stabiliteit van het ingebouwde gen maar ook over het effect van
het ingebouwde gen op de interactie met andere bekende ziekteverwekkers.

In de daaropvolgende stap worden experimenten in zogeheten biosfeerkassen
uitgevoerd. Dit biedt de mogelijkheid om onder semi-natuurlijke omstandig-
heden eventueel afwijkend gedrag van de transgene mug waar te nemen. Ook de
werking van het mechanisme waarmee ingebouwde genen door de populatie
worden verspreid kan in deze fase worden getest.

Het is raadzaam de biosfeerkassen in eerste instantie te plaatsen in gebieden
waar buiten de kas de leefomstandigheden voor de mug zeer ongunstig zijn.
Muggen die eventueel ontsnappen kunnen zich dan niet verspreiden of
overleven. Experimenten in biosfeerkassen in gebieden waar malaria voorkomt
wordt als vervolgstap gezien.

Na uitvoerig onderzoek in kassen zal het vrijlaten van de mug in zijn
natuurlijke omgeving de volgende stap zijn. Door te kiezen voor een geisoleerd
gebied, zoals een eiland, kunnen onverwachte effecten bekeken worden en kan
verdere verspreiding nog worden tegen gegaan.
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Het maken van afwegingen is een mondiale aangelegenheid

Het maken van afwegingen en het nemen van besluiten voorafgaand aan het
vrijlaten van transgene muggen is een mondiale aangelegenheid. Malaria kan
alleen bestreden worden door een wereldwijde aanpak. Daarbij vindt de
verspreiding van de muggen plaats in het ecosysteem en kunnen eventuele
gevolgen grensoverschrijdend zijn. Dit betekent dat naast landen waarin malaria
voorkomt 6f landen die bijdragen aan de ontwikkeling van transgene muggen,
overige landen eveneens een rol moeten krijgen bij de besluitvorming.

De ontwikkelingen op het gebied van transgene muggen gaan ook Nederland
aan. De Nederlandse overheid, en afgeleide organisaties zoals NWO, kunnen
geconfronteerd worden met financieringsaanvragen voor onderzoek. Daarnaast
kan de overheid tijdens internationale fora in het kader van het Biodiversiteits-
verdrag of in het kader van activiteiten op het gebied van ontwikkelingshulp
gevraagd worden haar standpunt ten aanzien van deze materie kenbaar te
maken. Dit betekent dat zij een (indirecte) rol zal spelen bij het opstellen van
criteria voor een verantwoorde vrijlating van transgene muggen.

De COGEM wil middels het onderliggende document de Nederlandse
overheid in een vroeg stadium informeren en daarmee een bijdrage leveren aan
de totstandkoming van haar standpunt. Enerzijds door de technische ontwikke-
lingen op het gebied zichtbaar te maken en daarmee meer inzicht te verschaffen
in het haalbaarheidsvraagstuk. Anderzijds door nader in te gaan op eerder
genoemde veiligheidsaspecten.

De malariamug als trendsetter

Het bestrijden van een ziekte met ggo’s beperkt zich niet tot malaria. Ook voor
de bestrijding van andere door insecten overgedragen humane ziekten wordt het
gebruik van ggo’s als mogelijkheid geopperd of vinden ontwikkelingen op dit
gebied al plaats. Evenals voor de bestrijding van dierziekten en zoogdierplagen.
Ook hier geldt dat voor succesvolle bestrijding verspreiding van ggo’s in het
milieu nodig is. Hoewel de signalering zich richt op het vrijlaten van transgene
muggen ter bestrijding van malaria gelden veel van de genoemde elementen,
afwegingen en randvoorwaarden eveneens voor andere toepassingen. Immers
het vrijlaten van transgene muggen kan een precedentwerking hebben op
verspreiden van andere genetisch gemodificeerde organismen om effecten in het
ecosysteem te bewerkstelligen.
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Inleiding

Met naar schatting twee tot drie miljoen doden en vijfhonderd miljoen infecties
per jaar, is malaria één van de meest levensbedreigende ziekten ter wereld.
Vooral kinderen jonger dan vijf jaar in Afrika ten zuiden van de Sahara zijn het
slachtoffer.

De veroorzaker van malaria is een ééncellige parasiet genaamd Plasmodium.
Deze parasieten worden overgedragen via beten van muggen die zich voeden
met bloed. Doordat de muggen zich verschillende malen voeden op meerdere
personen kunnen in korte tijd veel mensen geinfecteerd raken.

Een malaria-infectie leidt vaak tot blijvende schade aan de hersenen of een
ernstige chronische vorm van bloedarmoede. Herhaalde infecties leiden slechts
tot een gedeeltelijke immuniteit die verdwijnt wanneer gedurende een langere
periode de mens vrij blijft van infectie. Ook zwangerschap maakt dat de
opgebouwde immuniteit verdwijnt, waardoor zwangere vrouwen extra vatbaar
voor infecties zijn.

De malariaproblematiek speelt zich af in de tropen. Het merendeel van de
slachtoffers valt in Afrika, waar geld voor effectieve bestrijding ontbreekt.
Pogingen van getroffen landen om hun economie te versterken en de armoede te
bestrijden worden belemmerd door malaria. Hoge percentages volwassenen
kunnen vanwege de gevolgen van een malaria-infectie niet volwaardig
productief meedraaien in de maatschappij. Schoolgaande kinderen lopen
vanwege de gevolgen van malaria een leerachterstand op of zijn niet in staat
onderwijs te volgen. Malaria en armoede houden deze landen in een ijzeren
greep.t

Poging om malaria uit te roeien

In het midden van de vorige eeuw werd in grote gebieden malaria met succes
uitgeroeid. Het gebruik van het bestrijdingsmiddel DDT om muggen te doden
en het actief opsporen van besmette personen gevolgd door een behandeling met
het geneesmiddel chloroquine zorgde ervoor dat malaria verdween in de meer
gematigde streken, waaronder Europa en Zuidoost Azié.> Zo dateert het laatste
geval van Malaria in Nederland, overigens een onschuldige niet-dodelijke
malariavariant, uit 1961.> Pogingen om op vergelijkbare wijze malaria in
ontwikkelingslanden uit te roeien faalden. De hoge aantallen infecties en
muggen in deze streken stonden een effectieve bestrijding in de weg. Het gebrek
aan geld voor medicijnen en insecticiden en het gebrek aan medische
voorzieningen zoals klinieken en goed opgeleid medisch personeel in deze
landen droegen daar aan bij. Bovendien werd door gebrek aan goede
infrastructuur en logistiek, verspreiding van medicijnen, insecticiden of
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klamboes bemoeilijkt. Hierdoor bleven vooral de armsten in ver afgelegen
dorpen in de tropen verstoken van hulp. Vanaf de zestiger jaren kreeg malaria
dan ook de naam een tropische ziekte of een armoedeziekte te zijn.

De ontwikkelingen op het gebied van nieuwe medicijnen en nieuwe insecticiden
voor de bestrijding van malaria verliepen de afgelopen decennia moeizaam. Eén
van de redenen hiervoor is de relatief geringe interesse van het bedrijfsleven.
Hoewel het hier een ziekte betreft die miljoenen treft én de afzetmarkt voor een
goedwerkend middel groot is, zijn de ontwikkelkosten hoog en moeilijk terug te
verdienen door de geringe koopkracht van de getroffenen. De potentiéle
gebruikers c.q. overheden van door malaria gekwelde landen, kunnen deze hoge
kosten niet opbrengen. Voor de ontwikkeling van nieuwe middelen zijn
ontwikkelingslanden derhalve hoofdzakelijk afhankelijk van de inspanningen
van relatief kleine onderzoeksgroepen vaak afkomstig uit Westerse landen met
doorgaans een beperkte financiering.

In de toestand van veel van de zwaar door malaria getroffen gebieden is in de
loop der jaren weinig veranderd. Mocht er in de jaren zestig al sprake zijn
geweest van een lichte afname van het aantal malariaslachtoffers dan lijkt deze
afname te niet gedaan. Het aantal slachtoffers van malaria is de afgelopen jaren
gestegen. Een belangrijke oorzaak hiervoor is het in onbruik raken van het
bestrijdingsmiddel DDT vanwege de ernstige bijwerkingen voor mens en milieu
als wel de logistieke en financiéle problemen bij de bestrijdingscampagnes.
Daarbij bleek in een aantal gebieden DDT zijn effectiviteit verloren te hebben
doordat muggen resistentie tegen het middel ontwikkelden. Ook de toenemende
resistentie van parasieten tegen het goedkope geneesmiddel chloroquine leidt tot
een toename van het aantal slachtoffers. Pogingen om de ziekte in te dammen
worden verder bemoeilijkt door het nog niet voorhanden hebben van een goed
werkend vaccin.

Daarnaast zijn in de afgelopen decennia de economische vooruitzichten in
veel van deze ontwikkelingslanden niet tot nauwelijks verbeterd. Hoewel
wereldwijd initiatieven worden ondernomen om hierin verbetering te brengen
zijn problemen betreffende infrastructuur en de aanwezigheid van medische
voorzieningen e.d. nog steeds actueel.*

Terug op de agenda

Na jaren van verminderde interesse is malaria weer terug op zowel de politieke
agenda’s als die van gezondheidsorganisaties. Zo startte de Wereldgezond-
heidsorganisatie (WHO) in samenwerking met de Verenigde Naties (VN) en de
Wereldbank in 1998 met het grootschalige bestrijdingsproject ‘Roll Back
Malaria (RBM)’. Een initiatief waar 44 Afrikaanse landen zich achter hebben
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geschaard. Het streven van het RBM-project is om in 2010 het aantal
malariaslachtoffers gehalveerd te hebben. Hiervoor moet minimaal 60% van de
malariapatiénten toegang hebben tot medicatie, beschermd worden tijdens de
zwangerschap en voorzien zijn van een (met insecticide geimpregneerde)
klamboe. Hoewel de wil aanwezig is, is de vooruitgang die geboekt wordt
helaas bescheiden en lijken de doelstellingen niet gehaald te worden.

Toegang tot medicatie blijft een groot probleem. Ook bij gebruik van het
middel ‘sulphadoxine pyrimethamine’ welke als een financieel acceptabele
vervanger wordt gezien van chloroquine is inmiddels resistentie geconstateerd.

Het verspreiden van met insecticide-geimpregneerde klamboes lijkt een
succes, maar evenals voor DDT ontwikkelen muggen resistentie tegen de
toegepaste insecticiden. Daarbij ontbreken veelal de financiéle middelen om de
bevolking blijvend van geimpregneerde klamboes te voorzien.?

Naast dat huidige bestrijdingsprogramma’s zich richten op het verminderen van
het contact tussen de mens en de mug, wordt geprobeerd in te grijpen in de
habitat van muggenpopulaties. Door onderzoek te verrichten naar het gedrag
van de mug, waaronder het voedingsgedrag en het paringsgedrag, hopen onder-
zoekers meer zicht te krijgen op welke wijze en op welke momenten de
levenscyclus verstoord kan worden. Ook meer kennis over de broedplaatsen van
de mug en het gedrag van muggenlarven moeten hiertoe bijdragen. De mug legt
zijn eieren in het water en ook het larvale stadium vindt in het water plaats.
Bestrijding van de mug kan derhalve ook met relatief eenvoudige methoden
aangepakt worden, zoals het verwijderen van poelen of het afdekken van
waterputten. Recent Nederlands onderzoek heeft aangetoond dat biologische
bestrijding van volwassen muggen met een schimmel eveneens effectief kan
zijn.”

Biotechnologie en malaria

De komst van een scala aan moderne biotechnologische technieken en het
vrijkomen van de volledige genoomsequenties van de malariaparasiet
(Plasmodium falciparum)®, de malariamug (Anopheles gambiae)’ en het
menselijke genoom® maken het mogelijk meer gedetailleerd naar de organismen
afzonderlijk en naar de onderlinge interacties te kijken. Gebruik van recent
ontwikkelde methoden, zoals RNAI, waardoor genen ‘aan en uit’ gezet kunnen
worden, maken het mogelijk de functie van genen en hun aandeel in processen
te bepalen.

Deze nieuwe ontwikkelingen op het gebied van de biotechnologie hebben er
mede toe bijgedragen dat de laatste jaren de interesse voor malaria weer is
toegenomen. De ontwikkelingen hebben de hoop op een goede afloop weer op
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doen laaien en de interesse van geldschieters gewekt. Niet alleen de financiering
vanuit overheidsinstanties maar ook vanuit particuliere fondsen is gestegen. Zo
stelt de ‘Bill and Belinda Gates Foundation” 250 miljoen dollar beschikbaar
voor wetenschappelijk onderzoek ten behoeve van bestrijding van armoede en
ziekten in ontwikkelingslanden. Een deel van dit geld komt ter beschikking van
onderzoek naar bestrijding van malaria en de ontwikkeling van een vaccin.’

Biotechnologisch ‘cocktailvaccin’

Met het gebruik van een verzwakte parasiet (bijvoorbeeld verkregen door de
parasiet een aantal malen te bestralen) als vaccin kan 100% protectie worden
bereikt. Echter één van de grootste beperkingen hierbij is productie op grote
schaal.

De huidige vaccins zijn gebaseerd op slechts enkele kenmerkende eiwitten
van de parasiet. Eiwitten waarvan bekend is dat ze (gedeeltelijke) immuniteit
oproepen bij de mens. Vaak bieden deze vaccins slechts gedeeltelijke
bescherming. Zo biedt het tot op heden meest succesvolle vaccin bij circa 60%
van de gevaccineerde mensen bescherming tegen de malariaparasiet.”® Echter,
momenteel bevinden zich meerdere eiwitvaccins in de humane Klinische
testfase. De komende jaren zullen moeten uitwijzen in hoeverre met vaccins of
combinaties aan vaccins hogere beschermingspercentages gehaald kunnen
worden.

Tijdens zijn verblijf in de mens ondergaat de parasiet een aantal gedaantever-
wisselingen. Door een vaccin te ontwikkelen gericht tegen meerdere stadia van
de parasiet, een zogenaamd ‘cocktailvaccin’, wordt de kans dat de parasiet de
resistentie doorbreekt sterk verkleind. Nieuwe biotechnologische technieken en
meer kennis van het genoom van de parasiet en de mens bieden enerzijds de
mogelijkheid meer gedetailleerd te kijken naar de wijze waarop de parasiet de
resistenties weet te ontwijken en vereenvoudigt anderzijds de zoektocht naar
nieuwe eiwitten voor vaccins.'

Genetisch gemodificeerde muggen

De ontwikkelingen op het gebied van de biotechnologie geven een extra impuls
aan het lopende malariaonderzoek en leiden daarnaast tot het betreden van
nieuwe onderzoeksterreinen. Een innovatieve ontwikkeling op het gebied van
malariabestrijding en genetische modificatie is het creéren van transgene
muggen. De huidige technieken en kennis bieden onderzoekers de mogelijkheid
om onderzoek te verrichten naar het creéren van muggen die niet langer in staat
zijn de malariaparasiet over te dragen. Door de interactie tussen de mug en de
parasiet te verstoren of rechtstreeks in te breken in de levenscyclus van de
parasiet in de mug, wordt getracht zogeheten refractoire muggen te creéren.
Deze transgene muggen zullen eender zijn aan de in het wild voorkomende
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muggen met dat verschil dat deze ‘nieuwe’ muggen één gen of meerdere genen
extra bezitten waardoor de parasiet niet in staat zal zijn zich in de mug te
handhaven.

Door in de natuur de huidige populaties muggen te vervangen door deze
transgene refractoire muggen willen wetenschappers malaria bestrijden.

Het stadium van een transgene refractoire mug die niet langer in staat is de
humane parasiet over te dragen is nog niet bereikt, maar nieuwe ontwikkelingen
volgen elkaar snel op. Onderzoekers verwachten dan ook binnen afzienbare tijd
een transgene refractoire mug te kunnen produceren.

11
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Vrijlaten van transgene muggen vraagt om nieuwe afwegingen

Het vrijlaten van transgene organismen in het milieu met als doel de van nature
voorkomende populatie te vervangen en daarmee een humane ziekte te
bestrijden is een nieuwe ontwikkeling op het gebied van genetische modificatie.
In het milieu brengen van genetisch gemodificeerde organismen (ggo’s) als
zodanig is niet nieuw. Wereldwijd worden miljoenen hectares transgene
gewassen verbouwd en ook bij gentherapiestudies ten bate van de gezondheid
van de mens is sprake van milieu-introducties van ggo’s. Wel nieuw is het
teweegbrengen van een effect in het milieu door introductie van een ggo. Waar
bij de huidige introducties van ggo’s in het milieu inspanningen worden verricht
om de gevolgen voor het milieu te beperken is ingeval van transgene muggen
het tegenovergestelde het geval. Succesvolle bestrijding van malaria vergt een
snelle verspreiding van de transgene muggen en vervangen van de wilde
populatie is het ultieme doel.

De keerzijde hiervan is dat een dergelijke verspreiding van ggo’s niet
volledig te reguleren en ook niet meer te stoppen zal zijn. Dit in tegenstelling tot
de teelt van transgene gewassen of gentherapiestudies waar bij ernstige
negatieve gevolgen voor het milieu, het gewas van de akkers verwijderd of
studies gestaakt kunnen worden.

Het verleden heeft talloze malen laten zien dat introductie van ‘exoten’ tot
problemen kan leiden en dat deze moeilijk controleerbaar zijn. Een bekend
voorbeeld hiervan is de invoer van de pad ‘Queensland cane toad’ in 1935 in
Australié. De pad werd destijds geintroduceerd als zijnde een effectieve
bestrijdingsmethode tegen kevers die ernstige schade aanbrachten aan het
suikerriet. De bestrijding faalde en de padden werden, door gebrek aan
natuurlijke vijanden, een plaag. Daarbij produceren de padden toxines die zwaar
toxisch zijn voor mens en dier en een bedreiging vormen voor diersoorten die
zich voeden met kikkers en padden.*? Ook dichter bij huis zijn voorbeelden te
vinden. De opmars van de Japanse oesters, in 1964 geintroduceerd in de
Oosterschelde voor de oesterteelt, vormt meer dan veertig jaar later een
bedreiging voor de inheemse platte (Zeeuwse) oesters. De aanwezigheid van
Japanse oesters verstoort het biologisch evenwicht waardoor ook de mossel- en
kokkelpopulaties worden bedreigd.”* Ook de introductie van de Amerikaanse
vogelkers destijds ingevoerd ter verbetering van de Nederlandse bossen stuit op
veel problemen. De boomsoort is zeer hardnekkig en afzagen leidt tot de
vorming van meer spruiten. Hierdoor wordt de oorspronkelijke vegetatie
verdrongen.**

Deze voorbeelden van introductie met een verkeerde afloop dienen slechts ter
illustratie. Hoewel de transgene mug in zijn natuurlijke omgeving zal worden
vrijgelaten en daardoor feitelijk niet als exoot kan worden bestempeld geven de
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2.1

genoemde voorbeelden echter wel duidelijk weer dat een goede afweging
voorafgaand aan introductie van belang is. Ook hier is veelal geen weg terug.

Standpuntbepaling in een vroegtijdig stadium

Hoewel de ontwikkelingen op het gebied van transgene muggen zich momenteel
nog in de laboratoriumfase bevinden lijkt het, gezien de snelheid waarmee de
ontwikkelingen elkaar opvolgen, zaak om afwegingen al in dit vroegtijdige
stadium te maken. Enerzijds omdat in deze fase besluiten ten aanzien van
financiering van vervolgonderzoek moeten worden gemaakt. Anderzijds om bij
een positief besluit ten aanzien van de inzet van transgene muggen tijdig de
juiste condities te scheppen waaronder introductie van deze muggen in het
milieu kan plaatsvinden. Het integraal ethisch-maatschappelijk toetsingskader®
zoals destijds voorgesteld door de COGEM kan behulpzaam zijn bij het maken
van deze afwegingen.

Voorafgaand aan het besluit om financiering te verstrekken aan onderzoek
ten behoeve van transgene muggen zal bekeken moeten worden wat de
meerwaarde is van de inzet van transgene muggen ten opzichte van de huidige
bestrijdingsmethoden en welke alternatieven er voor handen zijn. Belangrijke
factoren die hierbij een rol spelen zijn elementen zoals de potentie van de
nieuwe ontwikkeling, maar ook welke bezwaren kleven aan deze nieuwe
techniek en of deze maatschappelijke weerstand oproept.

Een positief besluit ten aanzien van financiering van onderzoek naar
transgene muggen vraagt tevens om een blik in de toekomst. Nagedacht zal
moeten worden welke weg gevolgd moet worden om op een veilige en
verantwoorde wijze muggen te introduceren in het milieu.

Eén van de belangrijkste voorwaarden voor een verantwoorde introductie is
de garantie dat bestrijding van malaria met inzet van muggen naast veilig ook
haalbaar is. Een zeer beperkte kans op succes zal gezien de omvang van een
dergelijke introductie maatschappelijk niet aanvaardbaar zijn. Garanties op
zowel het gebied van veiligheid als haalbaarheid moeten de schijn wegnemen
dat Afrika als proefveld voor Westerse ontwikkelingen wordt aangewend.
Verantwoorde introductie vergt daarom een goed voorlichtings- en commu-
nicatiebeleid.

Een belangrijke taak met betrekking tot het geven van garanties ten aanzien
van veiligheid en haalbaarheid is weggelegd voor wetenschappers. Van belang
is dat de onderzoekswereld zijn verantwoordelijkheid neemt in deze en er voor
zorgdraagt dat besluitnemers juist worden geinformeerd. Dan alleen zal de
politiek in staat zijn een goede nut-risico-afweging te maken.

Dat wetenschappers zich bewust zijn van deze taak blijkt uit de discussies die
binnen de onderzoekswereld worden gehouden. Onderzoekers betrokken bij de
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2.2

2.3

productie van transgene muggen worden openlijk, in vooraanstaande
tijdschriften waaronder Nature'® en Science®, uitgedaagd de kritiek met name
ten aanzien van veiligheid en haalbaarheid te weerleggen. Deze discussie wordt
nader toegelicht in paragraaf 2.4.

Het maken van afwegingen is een mondiale aangelegenheid

Aangezien het bestrijden van malaria alleen bereikt kan worden door een
wereldwijde aanpak en de muggen vrijgelaten worden in het mondiale
ecosysteem, is het te beperkt om te veronderstellen dat deze afwegingen louter
en alleen gemaakt moeten worden door overheden van door malaria getroffen
landen. Uiteraard is het eveneens onjuist te stellen dat de afweging uitsluitend
moet worden gemaakt door overheden uit Westerse landen waar de
biotechnologische ontwikkelingen hebben plaats gehad of die verantwoordelijk
zijn voor de financiering.

Een gezamenlijke procedure leidend tot het nemen van een besluit waarbij
zowel de Westerse wereld als ontwikkelingslanden worden betrokken lijkt
derhalve noodzakelijk. Daarbij zullen landen die niet rechtstreeks betrokken zijn
inzicht in deze procedure en waar mogelijk inspraak moeten krijgen. Immers
introducties kunnen grensoverschrijdende gevolgen hebben. Ten eerste omdat
de geintroduceerde ggo’s zich over landsgrenzen kunnen verplaatsen en ten
tweede omdat de gevolgen van introductie zich niet hoeven te beperken tot de
landen van introductie.

Voor het opstellen van deze procedure zal op mondiaal niveau overleg
moeten worden gepleegd en internationale afspraken moeten worden gemaakt.

Met het onderschrijven van het protocol van Cartagena’’ wordt het belang
van goede internationale afspraken en transparante besluit- en afwegings-
procedures inzake bioveiligheid door veel landen onderkend. Echter het
protocol is gericht op behoud van biodiversiteit en voorziet slechts in
informatieverstrekking bij introductie van een ggo in het milieu waarbij
grensoverschrijdende effecten kunnen optreden. Bovendien onderschrijven niet
alle (mogelijk) betrokken landen het Cartagena protocol.

De transgene mug als trendsetter

De inzet van transgene muggen om malaria te bestrijden is geen ontwikkeling
op zich. Ook voor de bestrijding van andere door insecten overgedragen ziekten
bij de mens wordt het gebruik van genetisch gemodificeerde organismen als
mogelijkheid geopperd of vinden ontwikkelingen op dit gebied al plaats.'® Zo
wordt geprobeerd de verschillende varianten van trypanosomiasis (0.a.
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slaapziekte en Chagas disease) te bestrijden door de bacterién in de maag van de
‘kissing bug’ (een bloedzuigende wantsensoort) genetisch te modificeren.™

De ontwikkelingen blijven niet beperkt tot de bestrijding van humane
ziekte. Ook het bestrijden van dierziekten of zoogdierplagen door de inzet van
genetisch gemodificeerde organismen maken onderdeel uit van deze nieuwe
trend. Opmerkelijk hierbij is dat veel van de genoemde ‘plaagorganismen’
waartegen de genetisch gemodificeerde organismen zijn gericht, zoogdieren zijn
die in het verleden als zijnde zeer gewenst zijn ingevoerd.

Waar het voor het bestrijden van veroorzakers van ernstige humane ziekten
zoals malaria eenduidig is dat het hier organismen betreft die uitgeroeid moeten
worden, ligt dit bij het bestrijden van plaagorganismen anders. Het betreffende
organisme hoeft niet overal ongewenst te zijn. In het meest extreme geval wordt
in een gebied het organisme als plaag gezien en bestreden en wordt elders alles
in het werk gesteld om het organisme tegen uitsterven te behoeden.

Ook hier geldt in alle gevallen dat voor succesvolle bestrijding verspreiding
van ggo’s in het milieu nodig is en dat op vergelijkbare wijze als voor het
vrijlaten van transgene muggen nagedacht zal moeten worden welke weg
gevolgd moet worden om tot een veilige en verantwoorde introductie te komen.

Het debat rond transgene muggen

Veel van de aspecten die van belang zijn voor een goede afweging zijn tevens
elementen die een belangrijke rol spelen in de discussies betreffende de inzet
van transgene muggen in de strijd tegen malaria. Deze discussies spelen zich tot
nog toe voornamelijk af binnen de wetenschappelijke wereld. Dit komt
overwegend doordat het onderzoek zich nog in de beginfase bevindt en minder
zichtbaar is voor het grotere publiek en de politiek. Het ultieme doel, het maken
van een competitieve transgene refractoire mug is nog niet bereikt en het
loslaten van muggen in het milieu is daardoor nog niet aan de orde. Een
doorbraak zal de aandacht van de media trekken waardoor hierin snel
verandering kan optreden.

Veiligheid

Een centraal element in de discussie over de inzet van transgene muggen tegen
malaria is veiligheid. Door sommige wetenschappers wordt de zorg
uitgesproken dat de gevolgen voor het milieu, na loslaten van transgene
muggen, niet te voorzien en onomkeerbaar zijn. De vrees bestaat dat de parasiet
de geintroduceerde resistentie zal doorbreken, meerdere muggen hierdoor
malaria kunnen overdragen en dat het verspreidingsgebied van malaria vergroot
wordt. Tevens roept het sleutelen aan het muggengenoom de vraag op of de
mug in staat zal zijn andere ernstige ziekteverwekkers over te dragen, zoals
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virussen verantwoordelijk voor gele koorts of het dengue virus. Hierbij wordt
niet alleen gedacht aan bekende, maar ook aan nog onbekende ziekte-
verwekkers. Ook wordt de bedenking uitgesproken dat de parasiet zich aanpast
aan een andere gastheer dan de mug. Een gastheer die wellicht nog meer schade
aanricht dan de huidige vector. Volgens de tegenstanders kunnen zelfs
laboratoriumonderzoeken of veldproeven dergelijke ongewenste gevolgen
nimmer uitsluiten. Ook bestaat de angst voor onvoorziene gevolgen voor
overige organismen in de voedselketen die bijvoorbeeld voor hun voedsel
afhankelijk zijn van de mug.

Haalbaarheid

Niet alleen de mogelijke onvoorziene gevolgen maken dat een deel van de
wetenschappelijke wereld sceptisch is, ook aan de haalbaarheid wordt door
wetenschappers getwijfeld. De complexiteit van de interacties tussen de
parasiet, de mug en de mens maakt dat zij niet geloven in een goede afloop. Bij
de overdacht van malaria zijn vele muggensoorten betrokken die onderling niet
uitkruisen. Verspreiden van het gen door al deze muggensoorten, noodzakelijk
om malaria uit te roeien, zien zij daarom als een niet te nemen obstakel.
Wetenschappers onderbouwen deze stelling met behulp van rekenkundige
modellen®®??? waarbij opgemerkt moet worden dat deze theoretisch van aard
zijn en niet gevalideerd. Zij betreuren dat een deel van het toch al beperkte
budget ten behoeve van malariabestrijding gespendeerd wordt aan deze “high-
tech’muggen.

Ook het feit dat transgene muggen vaak een verlaagde vitaliteit hebben ten
opzichte van niet-transgene muggen®>?* wordt in de haalbaarheidsdiscussie als
tegenargument genoemd. Een verlaagde fitness zal in de regel ertoe leiden dat
het gen verdwijnt waardoor de werkzaamheid te niet wordt gedaan.

Financiering

Hoewel een ander deel van de wetenschappelijke wereld de ontwikkelingen
toejuicht, valt ook bij deze groep enige terughoudendheid te bespeuren. Zij
erkennen dat hoewel ontwikkelingen op het gebied van transgene muggen
elkaar in sneltreinvaart opvolgen, het stadium van loslaten in het milieu nog niet
in zicht is. De voorstanders zijn echter van mening dat gezien de ernst van de
malariaproblematiek en het gebrek aan vooruitgang in de bestrijding een
investering in transgene muggen goed te verdedigen valt. Inzet van de huidige
middelen hebben tot op de dag van vandaag malaria geen halt toegeroepen.
Integendeel, het aantal slachtoffers is hoger dan ooit te voren. Zij zijn daarom
van mening dat elke nieuwe poging om malaria te bestrijden een kans verdient.
Mocht het inzetten van transgene muggen malaria niet kunnen uitroeien, dan
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biedt wellicht een combinatie van transgene muggen en andere bestrijdings-
methoden een oplossing.

Daarnaast merken voorstanders op dat de kennis die met moleculair onderzoek
ten behoeve van transgene refractoire muggen verworven wordt, tevens gebruikt
kan worden bij het ontwikkelen van andere middelen en methoden ter
bestrijding van malaria. Te denken valt hierbij aan nieuwe vaccins en
insecticiden, maar ook het inzetten van transgene muggen ten behoeve van
onderzoek naar het gedrag van de mug. De voorstanders onderstrepen dan ook
het belang van financiering voor onderzoek naar genetische modificatie van
muggen.

Maatschappelijke aanvaardbaarheid

Door velen wordt de vraag gesteld of Westerse landen Afrika mogen opzadelen
met hun hoogtechnologische toepassingen. Hierbij wordt openlijk getwijfeld of
het ontwikkelingsniveau van de betreffende landen voldoende hoog is om een
goede afweging te kunnen maken. Gevreesd wordt dat ontwikkelingslanden ten
onrechte hoop wordt gegeven terwijl de ontwikkelingen het niet waar kunnen
maken. Tevens wordt gevreesd voor een toenemende technologiekloof. Ook in
het geval van transgene muggen lijkt te gelden dat de technologieontwikkeling
ten gunste valt van de kennisontwikkeling van de Westerse landen en niet van
de betrokken ontwikkelingslanden. Anderen zijn echter van mening dat de inzet
van transgene muggen een unieke kans biedt om door intensievere samen-
werking tussen Noord en Zuid de kloof te verkleinen.

In tegenstelling tot genetische modificatie van grote dieren (met een hoge
aaibaarheidsfactor) richt de discussie zich niet of nauwelijks op elementen zoals
aantasting van de (soort)integriteit of het welzijn van de mug. De belangrijkste
verklaring hiervoor lijkt te zijn dat muggen doorgaans als hinderlijk worden
ervaren en geassocieerd worden met ernstige ziekten.

Dit neemt niet weg dat culturele en levensbeschouwelijke elementen
eveneens een rol spelen in deze maatschappelijke discussie. Waarbij respect en
waardering voor het milieu en het dier als belangrijkste argumenten tegen
worden genoemd. Dit zijn echter elementen die niet specifiek van toepassing
zijn op transgene muggen maar ook bij de algemene maatschappelijke discussie
omtrent genetische modificatie van dieren naar voren komen.

Gedeelde belangen

De noodzaak om malaria een halt toe te roepen is onomstreden bij zowel voor-
als tegenstanders van transgene muggen. Alle betrokkenen zijn ervan overtuigd
dat de tijd dringt en dus op zeer korte termijn actie ondernomen moet worden,
evenals dat hiervoor meer geld beschikbaar moet komen.
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Spraakmakend onderzoek, zoals het produceren van transgene malaria-

muggen, heeft de aandacht wereldwijd weer op malaria gevestigd. Naast
biotechnologisch onderzoek profiteert hiervan ook aanverwant onderzoek. Ten
eerste omdat met meer aandacht ook meer geld beschikbaar komt voor
malariaonderzoek, en ten tweede omdat voorafgaand aan het loslaten van
transgene muggen meer ecologische kennis vereist is. Dit laatste heeft geleid tot
oprichting van samenwerkingsverbanden waarin ecologisch en biotechnologisch
onderzoek aan elkaar gekoppeld zijn.
Ten aanzien van de veiligheid voor het milieu en haalbaarheid lijken zowel
voorstanders als tegenstanders te redeneren vanuit een eender belang. De
veiligheid voor zowel de mens als het milieu moet ten allen tijde voorop staan.
Daarnaast moet, voorafgaand aan het loslaten van transgene muggen, met grote
zekerheid gesteld kunnen worden dat malaria effectief bestreden kan worden.

Informeren van de Nederlandse overheid

Introducties in het milieu van transgene muggen ter bestrijding van malaria is
een wereldwijde en daarmee dus ook een Nederlandse aangelegenheid.
Aannemelijk is dat de Nederlandse overheid, of afgeleide organisaties als NWO,
op korte termijn geconfronteerd zullen worden met financieringsaanvragen ten
behoeve van onderzoek naar transgene muggen. Immers het betreft veelal
Westerse onderzoeksgroepen die bij dit type onderzoek betrokken zijn en
malariaonderzoek vindt al tientallen jaren binnen de Nederlandse
onderzoeksinstellingen plaats.

Het mondiale karakter van dergelijke introducties in het milieu vraagt tevens
om een standpunt van de Nederlandse overheid ten aanzien van de lange
termijnsituatie. Aannemelijk is dat ook zij een (indirecte) rol zal spelen bij de
bepaling welke condities geschapen moeten worden om introducties in het
milieu met een bedoeld milieueffect op een veilige en verantwoorde wijze te
laten plaatsvinden. Dat de Nederlandse overheid in internationale fora, in het
kader van het Biodiversiteitsverdrag of in het kader van activiteiten op het
gebied van ontwikkelingshulp, geconfronteerd zal worden met deze materie en
gevraagd zal worden haar standpunt kenbaar te maken lijkt hierdoor reéel.

De COGEM wil middels deze signalering de Nederlandse overheid in een vroeg
stadium informeren inzake de ontwikkelingen op het gebied van transgene
refractoire muggen. Gezien de expertise van de COGEM ligt hierbij de nadruk
op de veiligheidsaspecten. Door nader in te gaan op de in de discussie
genoemde argumenten ten aanzien van veiligheid heeft de COGEM getracht
meer inzicht te verschaffen welke elementen een rol spelen bij het maken van
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afwegingen op dit vlak. Daarbij wordt tevens op indirecte wijze inzicht
verschaft in de haalbaarheid van de transgene mug als bestrijdingsmethode.

Door het zichtbaar maken van deze elementen die van belang zijn voor een
goede afweging tracht de COGEM tevens duidelijk te maken aan welke
randvoorwaarden een introductie in het milieu van transgene muggen moet
voldoen.

Hoewel de signalering zich richt op de introductie in het milieu van transgene
muggen ter bestrijding van malaria zullen veel van de genoemde elementen,
afwegingen en randvoorwaarden eveneens gelden voor tal van andere
toepassingen. Een introductie in het milieu van ggo’s ter bestrijding van andere
ziekten dan malaria of van zoogdierplagen zoals beschreven in paragraaf 2.3
vragen om een vergelijkbare benaderingswijze. Deze signalering kan daarom als
voorbeeld worden gezien voor deze nieuwe trend op het terrein van introducties
in het milieu.
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Achtergrondinformatie en wetenschappelijke vorderingen
Malaria; de ziekte

De ziekte malaria komt voor bij zowel mensen als dieren en wordt veroorzaakt
door verschillende Plasmodium parasieten.

Er komen drie vormen van malaria voor bij de mens; Malaria tropica, M.
tertiana en M. quartana. M. tropica, ook wel Falciparummalaria of
hersenmalaria genoemd, is de meest voorkomende en meest dodelijke vorm.
Deze vorm van malaria wordt veroorzaakt door de parasiet Plasmodium
falciparum. VVoor de overige twee vormen van malaria, M. tertiana en M. quar-
tana zijn drie andere parasieten verantwoordelijk. De Plasmodium parasieten P.
vivax en P. ovale veroorzaken M. tertiana en P. malariae veroorzaakt M. quar-
tana. Infecties van P. vivax komen het meest voor van de drie. Bij deze laatste
twee malariavormen blijven de symptomen veelal beperkt tot koortsaanvallen.?

Zeer recent werd melding gemaakt van een eventuele vijfde parasiet die
malaria bij de mens kan veroorzaken, te weten P. knowlesi. Getwijfeld wordt
echter of het hier een nieuwe soort dan wel een variant van P. malariae
betreft.?

De malariaparasiet

De humane parasiet heeft de mug zowel nodig om overgedragen te worden naar
de mens als om zijn levenscyclus rond te maken. Het overige deel van zijn
levenscyclus brengt de parasiet door in de mens.

In de mens

Bij een beet van een geinfecteerde mug injecteert de mug de parasiet, in de
vorm van zogenaamde sporozoieten, in de bloedbaan van de mens. Direct
daarna verplaatsen de sporozoieten zich naar de lever, dringen de levercellen
binnen en ontwikkelen zich daar tot merozoieten. In het geval van een
besmetting van P. falciparum duurt deze metamorfose circa vijf tot zes dagen.
De merozoieten maken zich vervolgens vrij uit de lever, dringen rode
bloedcellen binnen en vermenigvuldigen zich. Na ongeveer 48 uur barsten de
bloedcellen open waarna de vrijgekomen merozoieten nieuwe bloedcellen
infecteren. De periode dat de parasiet zich in de lever bevindt vertoont de mens
geen ziekteverschijnselen. Deze treden pas op bij het openbarsten van de
bloedcellen en bij het vrijkomen van door de parasiet geproduceerde toxines in
de bloedbaan. Enkele merozoieten vormen mannelijke of vrouwelijke
gametocyten. Wanneer een mug vervolgens bloed opneemt van een met malaria
besmet persoon neemt zij de gametocyten op. De ontwikkelingsduur van de
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parasiet in de mens is tien tot negentien dagen, afhankelijk van de
parasietensoort.

In de mug
De gametocyten komen samen met het bloed in het maagdarmstelsel van de

mug terecht. In de middendarm aangekomen veranderen de gametocyten in
gameten. De mannelijke gameten versmelten met vrouwelijke gameten
waardoor zygoten ontstaan. Om uiteindelijk weer als sporozoiet met het
speeksel mee overgedragen te worden naar de mens moet de zygoot in de mug
nog een aantal veranderingen ondergaan en twee membranen passeren. De
eerste passage om vanuit de middendarm naar de hemolymfe te komen en een
tweede passage om vanuit de hemolymfe naar de speekselklieren.

Om het eerste membraan, het middendarmmembraan te kunnen passeren
ontwikkelen de zygoten in de middendarm zich verder tot mobiele obkineten.
De ookineten verplaatsen zich vanuit het lumen van de middendarm over het
membraan ook wel epitheel genoemd, naar de hemolymfe. De hemolymfe is de
holte in de mug waarin zich de verschillende organen bevinden. De odkineten
nestelen zich aan de hemolymfezijde van het epitheel en differentiéren zich tot
oOcysten. Na circa één tot twee weken rijpen komen uit deze odcysten de
sporozoieten vrij. Hierna moet een tweede membraan, het speekselkliermebraan
worden gepasseerd. Slechts een beperkt aantal sporozoieten blijkt hiertoe in
staat en komt in de speekselklieren terecht.?”?® Hierna kan de mug via het
speeksel mensen infecteren met de parasiet en is de cyclus rond. Het gehele
ontwikkelingsproces van gametocyt tot sporozoiet duurt minimaal een week en
is temperatuursafhankelijk.

In tegenstelling tot de mens ondervindt de mug relatief weinig hinder van de
aanwezigheid van de parasiet. Hoewel met parasieten geinfecteerde muggen wel
een verminderde reproductie en een verminderde overlevingskans hebben zijn
deze afnames beperkt.

De malariamug

Overdracht van de humane malariaparasieten vindt plaats door muggen van het
genus Anopheles. Vrouwelijke muggen van dit genus hebben bloed nodig voor
de ontwikkeling van de eieren die zij bij zich dragen.

De meeste Anopheles soorten zijn niet in staat plasmodium parasieten over te
dragen en slechts een beperkt aantal combinaties Plasmodium en Anopheles
kunnen malaria veroorzaken®. In Afrika is de soort A. gambiae de belangrijkste
vector van de parasiet P. falciparum. Echter ook andere soorten zoals A.
arabiensis, A. funestus en A. merus kunnen deze dodelijke parasiet overbrengen.
Dat A. gambiae de belangrijkste vector is komt onder meer door het
verspreidingsgebied van deze muggensoort. In grote delen van Afrika, met
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name in de streken waar het merendeel van de slachtoffers vallen (ten zuiden
van de Sahara), wordt A. gambiae aangetroffen. Minder gunstige
klimatologische en geografische omstandigheden voor A. gambiae maken echter
dat in bepaalde gebieden de soorten A. arabiensis of A. funestus de belangrijkste
overdragers van malaria zijn.*

Malaria bij dieren

De ziekte malaria beperkt zich niet tot de mens maar wordt ook aangetroffen bij
dieren. In apen, vogels, hagedissen en knaagdieren, waaronder ratten, zijn
plasmodium parasieten aangetroffen. Opmerkelijk hierbij is dat malaria nooit is
aangetroffen in gedomesticeerde dieren.

Een zeer beperkt aantal humane malariaparasieten kan ook apen infecteren
en vice versa. P. falciparum kan de nachtaap en het doodshoofdaapje infecteren
en P. vivax chimpansees. Verondersteld wordt dat P. malariae, veroorzaker van
het humane quartane malaria oorspronkelijk uit apen afkomstig is.*

Overdracht van parasieten vindt bij dieren eveneens door muggen van het
genus Anopheles plaats. Uitzondering hierop is malaria bij vogels waarbij
overdracht voornamelijk plaatsvindt door muggen van het genus Aedes. Evenals
voor de mens geldt dat dierlijke malariaparasieten zich niet in elke Anopheles
soort kunnen ontwikkelen en dat de combinatie parasiet-mug uniek is of beperkt
tot een aantal sterk verwante soorten.

Vogels en ratten als modelorganismen

Gezien de beperkte mogelijkheden om laboratoriumexperimenten uit te voeren
met mensen in combinatie met de humane malariaparasiet vindt veel van het
oriénterend onderzoek plaats met ratten- en vogelmalaria. Rattenmalaria wordt
veroorzaakt door P. bergheii en wordt overgedragen door A. stephensi. De
parasiet P. gallinaceum is de veroorzaker van malaria bij vogels en wordt
overgedragen door Aedes aegypti. De voorkeur gaat hierbij uit naar onderzoek
met ratten. Enerzijds omdat deze eenvoudig te houden en te kweken zijn,
anderzijds omdat de rattenparasieten door muggen van hetzelfde genus;
Anopheles, worden overgedragen.

De productie van transgene refractoire muggen

Veel van de gereedschappen nodig voor het vervaardigen van transgene muggen
zijn in de afgelopen jaren ontwikkeld. Genen kunnen stabiel in het
muggengenoom worden ingebouwd®*?*** en zijn overdraagbaar naar het
nageslacht.® Daarbij kunnen deze transgenen door het gebruik van specifieke
promoters gericht tot expressie worden gebracht. Hierdoor wordt het mogelijk
om de werking van het gen te beperken tot bepaalde organen/delen van de mug.
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Tevens kan met het gebruik van een specifieke promoter het moment waarop
het gen tot expressie komt worden bepaald. Een goed voorbeeld hiervan is het
gebruik van de Carboxypeptidase (CP) promoter. Bij gebruik van deze promoter
komt het gen tot expressie in de middendarm van de mug en wordt geactiveerd
als de mug bloed opneemt.®

Het grootste succes is tot op heden geboekt met transgene muggen die refractoir
zijn voor de rattenmalariaparasiet. Onderzoekers creéerden transgene muggen
van het soort A. stephensi die niet langer of slechts zeer beperkt in staat bleken
te zijn de malariaparasiet P. bergheii over te dragen naar ratten.** Echter
transgene Anopheles muggen refractoir voor de humane malariaparasiet P.
falciparum zijn nog niet beschikbaar. De verwachting van deskundigen is dat
hier op korte termijn verandering in zal optreden. Het vertalen van de resultaten
gevonden voor rattenmalaria naar humane malaria lijkt slechts een kwestie van
tijd.

Twijfels bestaan echter of op dergelijke wijze verkregen transgene refractoire
muggen ook geschikt zijn voor de bestrijding van malaria. De refractoire A.
stephensi muggen zijn ontstaan na inbouw van slechts één gen. Gezien de
genetische diversiteit én het snelle aanpassingsvermogen van de malariaparasiet
verwachten deskundigen dat dit onvoldoende is en snel doorbroken zal worden.
Voor succes is het noodzakelijk dat alle parasieten gedurende een langere
periode worden geblokkeerd. Indien een klein percentage van de parasieten,
vanwege de genetische diversiteit binnen de parasietpopulatie in de mug, in
staat is de blokkade te omzeilen, vindt selectie van deze ongevoelige parasieten
plaats en wordt daarmee het refractoire karakter van de mug doorbroken. De
overdracht van één of enkele parasiet(en) is namelijk voldoende om een infectie
in de mens te veroorzaken en daarmee de cyclus rond te maken.*’

Het vermogen van de parasiet om zich snel aan te passen aan nieuwe situaties
verhoogt eveneens de kans op het doorbreken van het refractoire karakter van de
mug. Experimenten met malariaparasieten in knaagdieren onderstrepen dit
fenomeen. Het uitschakelen van een oppervlakte-eiwit van de parasiet, in eerste
instantie noodzakelijk verondersteld bij het passeren van het speekselklier-
membraan, gaf niet het verwachte resultaat. De overdracht van de parasiet door
de mug werd slechts geremd, niet geblokkeerd. De parasiet ging over op het
produceren van een ander oppervlakte-eiwit dat vervolgens de rol van het
uitgeschakelde eiwit overnam.®

De wijze waarop de parasiet het humane immuunsysteem weet te omzeilen is
eveneens een goed voorbeeld van het aanpassingsvermogen van de parasiet. Dit
is tevens de reden dat een volledige immuniteit bij de mens niet wordt bereikt.
Vergelijkbare aanpassingen treden op bij het gebruik van vaccins waardoor deze
slechts gedurende korte periodes bruikbaar zijn.

24



Transgene muggen als wapen in de strijd tegen malaria

Om de genetische variatie en het aanpassingsvermogen van de parasiet te
omzeilen is het volgens deskundigen noodzakelijk om een combinatie aan genen
in te bouwen. Waarbij een combinatie aan genen gericht op verschillende
ontwikkelingsstadia van de parasiet de hoogste kans van slagen heeft.3***

3.2.1 De zoektocht naar geschikte genen

Een belangrijk deel van de zoektocht naar geschikte genen richt zich op het
immuunsysteem van de mug. Niet alle muggen van het genus Anopheles dragen
de plasmodiumparasiet over, het merendeel is van nature refractoir. Bij veel van
deze refractoire muggen is het immuunsysteem in staat de binnendringende
parasieten te vernietigen. Versterken van het afweermechanisme door het
inbouwen in het muggengenoom van een transgen met antiparasitaire werking
wordt daarom gezien als een mogelijkheid om refractoire muggen te
produceren.

Daarnaast wordt gezocht naar genen die ingrijpen in de levenscyclus van de
parasiet in de mug. Enerzijds naar genen die zorgen dat de parasiet
geinactiveerd wordt, bijvoorbeeld door het inbouwen van een gen coderend
voor een voor de parasiet toxische stof. Anderzijds wordt geprobeerd genen te
identificeren die coderen voor eiwitten die interacteren met de oppervlakte-
eiwitten van de parasiet. Dergelijke interacties moeten de passages van de
parasiet over de middendarm- en speekselkliermembraan tegengaan of gedaante
verwisselingen zoals de vorming van odcysten of sporozoieten verhinderen.

Ook wordt geopperd om veranderingen aan te brengen in de gastheer-
voorkeur en het steekgedrag van de mug. De soorten A. gambiae en A. funestus
voeden zich hoofdzakelijk met humaan bloed en doen dit bij voorkeur
binnenshuis. Een voorkeur voor een andere gastheer of buitenshuis voeden zou
de overdracht van malariaparasieten tegen kunnen gaan. Genen die hierbij een
rol spelen lijken echter nog niet geidentificeerd en het is nog onduidelijk in
hoeverre dergelijke modificaties realistisch zijn.

Versterken van het afweermechanisme van de mug
Een veel besproken en onderzocht afweermechanisme in insecten welke in actie
komt bij binnendringen van ongewenste indringers is ‘melanotic encapsulation’.
Een mechanisme dat zeer algemeen van aard en werkzaam tegen tal van
ziekteverwekkers is. VVoorafgaand aan vernietiging worden binnendringers zoals
bacterién, schimmels maar ook parasieten, ingekapseld. Onderzoek naar
‘melanotic encapsulation’ bij de mug heeft geleidt tot het aanwijzen van
gebieden op het genoom van de mug die betrokken zijn dit proces.*

Naast dat genen van de mug betrokken zijn bij het proces van inkapselen lijkt
de parasiet hier eveneens invioed op uit te oefenen. Onderzoeksresultaten
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suggereren dat de parasiet het afweermechanisme van de mug onderdrukt of
componenten in het humane bloed bewerkt waardoor het afweermechanisme
van de mug wordt geinactiveerd.** Bij muggen die gevoed werden met parasiet-
geinfecteerd bloed bleek het inkapselmechanisme minder efficiént te werken
dan bij muggen waarvan het bloedmaal geen parasieten bevatte.* De kennis van
een dergelijke samenhang tussen de mug en de parasiet maakt dat onderzoekers
genen betrokken bij het immuunsysteem van de mug als goede kanshebbers
beschouwen voor het produceren van transgene refractoire muggen.

Op basis van kennis van het genoom van het modelorganisme Drosophila
melanogaster zijn 242 genen van A. gambiae geidentificeerd die betrokken zijn
bij het immuunsysteem van de mug.*® Daarnaast zijn gebieden op het genoom
van de mug geidentificeerd die betrokken zijn bij resistentie tegen de parasiet.**

Methoden gebaseerd op ‘RNA-interfering (RNAI)’ en dsRNA-injecties
maken het mogelijk om meer gedetailleerd naar genen te zoeken. Door het
inbrengen van RNA-fragmenten corresponderend met een gen kan de werking
van het bewuste gen worden onderdrukt. Hierdoor kan de functie van het gen en
de rol van het gen in bepaalde ‘pathways’ worden bepaald.* Het inactiveren
(knock-out) van ongeveer honderd genen gerelateerd aan het immuunsysteem
van de mug, resulteerde in de vondst van drie genen die betrokken zijn bij de
afweer van de mug tegen de parasiet. Het onderdrukken van twee van deze
genen (het CTL4- of het CTLMAZ2-gen) maakt dat de mug respectievelijk 97%
en 53% van de in de maag aanwezige parasieten vernietigde. Inactiveren van het
derde gen; LRIM1, gaf een tegenovergesteld effect te zien. Het aantal parasieten
in de vorm van odkineten nam toe.*®

Onderbreken van de levenscyclus van de parasiet in de mug

Voor het volbrengen van zijn levenscyclus in de mug is het passeren van twee
mebranen voor de parasiet essentieel. Eiwitten gelegen op deze membranen
spelen bij deze passages een belangrijke rol evenals de oppervlakte-eiwitten van
de parasiet. Blokkeren van de membraaneiwitten van de mug of de oppervlakte-
eiwitten van de parasiet kan de passage van de parasiet over de membranen
verhinderen.

Het aantal P. gallinaceum-sporozieten (vogelmalaria) nam sterk af nadat een
gen verantwoordelijk voor de productie van antilichamen, gericht tegen de
oppervlakte eiwitten van de parasiet, in de mug tot expressie werd gebracht.*’
Hechten van deze antilichamen aan de parasiet maakten passeren van de
membranen zo goed als onmogelijk. Vergelijkbare resultaten werden gevonden
bij de rattenmalaria P. bergheii.® In beide gevallen waren de genen
verantwoordelijk voor de productie van de antilichamen niet in het muggen-
genoom ingebouwd. Stabiele inbouw in het genoom lijkt de volgende stap.

26



Transgene muggen als wapen in de strijd tegen malaria

3.3

Ook genen afkomstig uit andere organismen of genen coderend voor
synthetische eiwitten worden gezien als mogelijke kandidaatgenen voor het
creéren van transgene refractoire muggen. Voorbeelden hiervan zijn genen
coderend voor niet-mugeigen antimicrobiéle eiwitten ‘Defensin A’ en
‘Cecropin A’ Onderzoek heeft aangetoond dat naast een antimicrobiéle
werking deze eiwitten tevens een antiparasitaire werking hebben. Voor
transgene Aedes muggen voorzien van het ‘Defensin A’-gen werd remming van
de ontwikkeling van o6cysten van P. gallinaceum waargenomen. Inbouw van
deze genen in Anopheles muggen lijkt dan ook potentie te hebben.™

Door het in overmaat tot expressie brengen van het synthetische SM1-eiwit
in een transgene A. stephensi mug werd transport van de parasiet over de
membranen sterk gereduceerd.®* Het SM1-eiwit vertoont duidelijke overeen-
komsten met een mugeigen membraaneiwit.?®

Door dezelfde onderzoeksgroep werden goede resultaten verkregen met het
inbouwen van het ‘phospholipase A2’ (PLA2)-gen afkomstig van bijen. De
vorming van odcysten van de rattenmalariaparasiet P. bergheii werd in deze
transgene muggen met 87% verminderd.*” De stof PLA2 wordt bij slangen en
bijen, maar ook bij andere insecten aangetroffen in het gif. De aanwezigheid van
PLA2 voorkomt hechting van odkineten aan het middendarmmembraan.™

Daarnaast wordt het inbouwen van genen verantwoordelijk voor het
inactiveren van secretie-eiwitten van de parasiet genoemd. Secretie-eiwitten
worden door de parasiet uitgescheiden in de mug en zijn voor de parasiet van
essentieel belang om te overleven in de mug. Hoewel inbouw van dergelijke
genen nog niet heeft plaatsgevonden lijkt de wijze van inactivatie wel
mogelijkheden te bieden. Het aantal o6cysten werd sterk gereduceerd nadat het
door de parasiet uitgescheiden enzym chitinase werd geinactiveerd.” Daarnaast
zijn zowel in het zygoten-, ookineten- als het sporozoietenstadium secretie-
eiwitten gevonden die indien geinactiveerd wellicht een negatief effect op de
levenscyclus van de parasiet hebben.>

Verspreiding van het transgen door de populatie

Met het vinden van het juiste gen of een combinatie van genen is het doel nog
niet bereikt. Voor een succesvolle bestrijding van malaria met transgene
muggen is het noodzakelijk dat transgenen zich versneld door de wilde
muggenpopulatie verspreiden. Overerving naar het nageslacht via de 'normale’
Mendeliaanse weg is niet toereikend. Bij een trage verspreiding van het transgen
neemt de kans sterk toe dat de werking van het gen (of de genen) wordt
doorbroken. Een snelle verspreiding lijkt daarom vereist.

Het hebben van een gen met een duidelijk voordeel voor de mug zou deze
snelheid kunnen bewerkstelligen. Een gen met antiparasitaire werking lijkt dit
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selectieve voordeel echter niet te kunnen bieden. Hoewel muggen zonder
parasiet een langer leven beschoren zijn en meer nakomelingen krijgen is dit
voordeel dusdanig klein dat algemeen aangenomen wordt dat dit onvoldoende
is. Ook het feit dat muggen zonder parasiet minder vaak worden gedood lijkt
hierin geen veranderingen te brengen. De speekselklieren van met de parasiet
geinfecteerde muggen scheiden minder van het enzym apyrase uit, waardoor
geinfecteerde muggen langer zuigen en vaker prikken. Door het intensievere
contact met de mens stijgt de kans voor de geinfecteerde mug om gedood te
worden met 37,5%.

Een insecticideresistentiegen kan wel een selectief voordeel bieden. Na
bestrijding met het insecticide waartegen de resistentie is gericht, zullen in een
gemengde populatie alleen die muggen overleven die het resistentiegen bezitten.
Door het anti-parasitaire gen te koppelen aan het insecticideresistentiegen kan
de wilde populatie vervangen worden door een refractoire populatie. Deze
strategie heeft echter een aantal nadelen. Voor proeven in laboratoria, in
(biosfeer)kassen en in geisoleerde gebieden met een beperkte populatie kan dit
wellicht werken, maar om in grote gebieden op deze wijze muggenpopulaties te
vervangen wordt als onuitvoerbaar gezien. Wil een dergelijke vervanging
succesvol zijn dan moeten enorme aantallen muggen losgelaten worden.

Daarnaast lijkt het noodzakelijk om de ontstane niche direct op te vullen met
transgene refractoire muggen. Herhaaldelijk spuiten met insecticide en daarmee
opbouw van resistentie van de niet-transgene muggen tegen het insecticide moet
worden vermeden.”® Aangezien voor de huidige insecticiden veelal resistentie
bestaat in de wilde muggenpopulatie, moet hierbij gebruik gemaakt worden van
een niet eerder toegepast insecticide. Daarbij moet, om resistentieopbouw bij de
wilde populatie tegen te gaan, de inzet van dit insecticide alleen gebruikt
worden in combinatie met transgene muggen. Om een werkzaam insecticide
niet breed beschikbaar te stellen is echter discutabel.

Een andere mogelijkheid naast het maken van transgene muggen met een
selectief voordeel is het gebruik van mechanismen die in natuurlijke populaties
voor een snelle verspreiding van genen zorgen. Aandacht gaat hierbij uit naar
het gebruik van (symbiotische) bacterién van de mug of het gebruik van
transposons.
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3.3.1 (Symbiotische) bacterién

Insecten die zich voeden met relatief eenzijdige diéten, zoals bloed, huisvesten
in veel gevallen symbiotische micro-organismen. Deze symbionten zijn vaak
sterk gerelateerd aan hun gastheer. Ze synthetiseren voor de gastheer
ontbrekende nutriénten en zijn op hun beurt voor voedingstoffen afhankelijk van
hun gastheer. Omdat het hebben van de symbiont een voordeel biedt voor de
gastheer vindt overdracht naar het nageslacht vaak op ingenieuze wijze plaats,
waardoor tot zeer hoge percentages nakomelingen de symbiont bezitten. Deze
nauwe band biedt de mogelijkheid om een transgen sneller dan via de normale
‘mendeliaanse overerving’ door de vectorpopulatie te verspreiden. Door
symbionten te voorzien van genen met anti-parasitaire werking kan in de
muggenpopulatie bestrijding van parasieten worden bereikt. Doordat hier niet de
vector maar de bacterie in de vector genetisch wordt gemodificeerd spreken we
niet van transgenese maar van paratransgenese.”’*®

Dat door het gebruik van transgene symbionten de overdracht van parasieten
geremd kan worden én het gen zich door de vectorpopulatie verspreidt is
aangetoond met de endosymbiont Rhodococcus rhodnii van de wants Rhodnius
prolixus.®. Overdracht van de parasiet Trypanosoma cruzi, veroorzaker van de
Zuid-Amerikaanse slaapziekte, door de wants werd door de aanwezigheid van
de transgene bacterie sterk verminderd. Overdracht van de symbiont, al dan niet
transgeen, vindt in dit geval via voedselopname plaats. Bij het aanprikken om
bloed scheidt de wants afvalstoffen uit. Deze feces bevatten de symbiotische
bacterién. Wantsen die vervolgens dezelfde persoon prikken nemen
tegelijkertijd met het bloed ook de feces en daardoor de symbionten op.
Wantsen die gedurende het begin van hun levensfase de symbiont niet opnemen
zullen niet overleven.

Wolbachia

Een andere potentiéle kandidaat voor paratransgenese lijkt de bacterie
Wolbachia. Vanwege de aanwezigheid in vectoren van vectoroverdraagbare
ziekten zoals filariasis, encephalitis (hersenvliesontsteking) en dengue
(knokkelkoorts) en vanwege hun ingenieuze verspreidingsmechanisme wordt
Wolbachia genoemd als mogelijke hulpmiddel bij de bestrijding van
ziekten.57’59’60'61

Wolbachia’s zijn intracellulaire bacterién die voorkomen in pissebedden,
mijten en nematoden en ongeveer 20% van de insectensoorten. De bacterie is
wijdverspreid  waarbij superinfecties; infecties met meer dan één
Wolbachiasoort, veelvuldig in insectenpopulaties voorkomen. Ook in tropische
muggen wordt Wolbachia in grote hoeveelheden aangetroffen.
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Hoewel de aanwezigheid van Wolbachia geen nadelige gevolgen lijkt te hebben
voor de fitness van de gastheer, heeft deze wel gevolgen voor het
reproductiegedrag van de gastheer. Het induceren van cytoplasmatische
incompabiliteit (CI), ook wel genetische incompabiliteit (GI) genoemd,
waardoor kruisingen tussen wel en niet-geinfecteerde individuen resulteren in
geen of steriele nakomelingen, en de inductie van partenogenese (voortplanting
zonder bevruchting) zijn de meest voorkomende.

In muggen induceert Wolbachia

. . o Wolbachia en Genetische Incompabiliteit
genetische incompabiliteit.

Wolbachia’s worden overgedragen naar het
Wanneer met Wolbachia-gein- nageslacht via het cytoplasma van de eicellen.
fecteerde mannetjes paren met | Hoewel Wolbachia in geinfecteerde mannetjes
niet-geinfecteerde vrouwtjes niet voorkomt in het cytoplasma van de spermacel
verandert deze onder invloed van Wolbachia op
dusdanige wijze dat vertraagde pronucleus-
vorming optreedt. Kernversmelting tijdens be-
niet-geinfecteerde mannetje met | vruchting vindt op onvolledige wijze plaats waar-
een geinfecteerd vrouwtje is door geen nakomelingen worden verkregen.® Bij
fertiel en alle nakomelingen de reciproke kruising; sperma van een niet-
bezitten Wolbachia. Het met gelnfecte-erd r?annetje met een e|(.:el van_ een met

. j Wolbachia-geinfecteerd  vrouwtje, vindt de
Wolbachia-geinfecteerde ontwikkeling van de mannelijke pro-nucleus en
vrouwtjes heeft een reproduc- daardoor kernversmelting wel op de juiste wijze

tievoordeel in vergelijking met | plaats. De nakomelingen zijn in het bezit van
ongeinfecteerde vrouwtjes. Dit Wolbachia. Bij een kruising waarbij zowel de

. spermacel als de eicel geinfecteerd zijn, treedt een
overwicht zorgt er voor dat het . ) o
zogeheten ‘rescue’ op. Ook in dit geval

aantal met Wolbachia-geinfec- || ontwikkeld de mannelijke pro-nuclei op de juiste
teerde muggen snel toeneemt. wijze, is de kruising fertiel en zijn nakomelingen

Dlt unieke Verspreidings_ in het bezit van Wolbachia.

komen er geen nakomelingen,
maar de reciproke Kruising;

mechanisme maakt Wolbachia
tot een potentiéle kandidaat om genen versneld door een populatie te
verspreiden. Vrijlaten van een beperkt aantal muggen voorzien van Wolbachia
met het gewenste gen zou een kettingreactie teweeg kunnen brengen.

Een prettige bijkomstigheid is het brede celtropisme van Wolbachia. Naast
geslachtscellen kunnen ook een tal van somatische cellen worden geinfecteerd.
Hierdoor kan Wolbachia gebruikt worden om het gen in verschillende
weefseltypen tot expressie te laten brengen.

Naast inbouwen van het gewenste gen in het genoom van de Wolbachia wordt
ook het gebruik van het zogeheten cytoplasmatisch element van Wolbachia, dat
eveneens mee overgedragen wordt naar het nageslacht, genoemd als
gereedschap voor genoverdracht.®® Toevoegen van het antiparasitaire gen aan
het cytoplasmatisch element maakt verspreiding van het transgen eveneens
mogelijk.
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Resultaten met genetisch gemodificeerde Wolbachia zijn nog niet geboekt. Tot
voor kort was een grote beperking het niet kunnen kweken van de Wolbachia
buiten de gastheer. Recent werd gepubliceerd dat het mogelijk is Wolbachia in
vitro in insectencellen te kweken.®® Dit zou een aanzet kunnen zijn voor het
genetisch modificeren en dus het gebruik van Wolbachia als expressiesysteem
voor de verspreiding van transgenen. Tevens biedt dit de mogelijkheid om
genen te identificeren die betrokken zijn bij het induceren van genetische
incompabiliteit. Gelijktijdig transformeren van het genoom van de mug met het
gewenste transgen en het Gl-gen van Wolbachia lijkt dan ook een mogelijkheid
om transgene refractoire muggen te maken.

Stand van zaken voor Anopheles muggen

In muggen van het genus Anopheles zijn meerdere bacteriesoorten aangetroffen
in het maagdarmstelsel waaronder Escherichia, Alcaligenes, Pseudomonas,
Serratia en Bacillus. Onderzoekers®® slaagden erin om met behulp van
transgene Escherichia-bacterién de overdacht van de rattenmalariaparasiet P.
bergheii door de mug A. stephensi te remmen. De gebruikte bacterie,
Escherichia coli leeft, hoewel aangetroffen in de maag van de mug, echter niet
in symbiose met de mug. Transgenen gelegen op het genoom van deze bacterie
komen daardoor slechts tijdelijk tot expressie.

Symbionten worden veelal aangetroffen in insecten die zich voeden met
relatief eenzijdige diéten zoals bloed. Hoewel Anopheles muggen zich voeden
met bloed, bestaat hun dieet niet uitsluitend uit bloed. Ze voeden zich tevens
met bloem- en plantsappen. Bovendien zijn het alleen de vrouwtjesmuggen die
zich voeden met bloed. VVoor zover bekend zijn Anopheles muggen dan ook niet
afhankelijk van symbionten.>”*® Overdracht van symbionten naar het nageslacht
vindt voor zover bekend niet plaats.

Ondanks het feit dat het gebruik van Wolbachia potentie heeft®, wordt van het
gebruik van transgene Wolbachia in Anopheles muggen nog geen melding
gemaakt. De ontwikkelingen op dit gebied lijken zich vooralsnog te beperken
tot de zoektocht naar een geschikte Wolbachia soort. De zoektocht beperkt zich
daarbij niet tot muggen van Anopheles, ook in andere organismen en
muggensoorten wordt naarstig gezocht. Zo zijn Wolbachia’s aangetroffen in de
muggen van de genera Culex en Aedes.®! Pogingen om Wolbachia van Culex
naar Anopheles over te brengen mislukten. Verwacht wordt dat de kans van
slagen toeneemt wanneer een betere opzuiveringsmethode voor Wolbachia
beschikbaar komt. Het in vitro kunnen kweken maakt deze opzuivering op
termijn wellicht mogelijk.
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3.3.2 Transposons

Vanwege de afwezigheid van bruikbare bacterién gaat de meeste aandacht uit

naar het gebruik van transposons als
verspreidingsmechanisme.  Transpo-
sons, ook wel ‘jumping genes’ ge-
noemd zijn DNA-fragmenten die zich
vrij kunnen bewegen door het genoom
van een cel. Deze DNA-fragmenten
hebben het vermogen om tijdens de
bevruchting van de eicel met een
spermacel zich te repliceren en te
verplaatsen  tussen  chromosomen.
Hierdoor kan de meerderheid van de
nakomelingen van een Kruising tussen

Werking van transposons

Op het transposon ligt onder meer de
code voor het enzym transposase. De
aanwezigheid van dit enzym geeft de
transposon het vermogen om zich te
dupliceren, uit het genoom te knippen en
te reintegreren elders in het genoom. Het
enzym transposase bindt zowel aan de
inverted repeats op de transposon als op
de plek waar het transposon in het
genoom naartoe getransporteerd zal
worden. De keuze voor de te integreren
plek in het gastheer-DNA is in veel

gevallen willekeurig maar kan ook
sequentie-gerelateerd zijn. De transposon
en het genoom worden door het enzym
geknipt op een wijze vergelijkbaar aan
een restrictie-enzym die sticky ends ach-
terlaat. Het transposon wordt vervolgens
in de open plek geligeerd.

een individu met transposon en een
individu  zonder, het transposon
bezitten.

Voor de meest bekende transposon,
het P-element in de fruitvlieg D. mela-
nogaster, werd deze verhoogde toe-

name  waargenomen. P-elementen
werden ongeveer 50 jaar geleden voor het eerst aangetroffen in D.
melanogaster. Sindsdien heeft het P-element zich verspreid over alle populaties
van de soort en zijn momenteel nagenoeg alle fruitvliegen in het bezit van het P-
element. Alleen oude laboratoriumstammen zijn nog P-elementvrij &
Onduidelijk is wat de drijfveer achter het mechanisme is. Een aanwijsbare
reden voor het voorkomen van transposons ontbreekt en onduidelijk is of de
gastheer een voordeel heeft bij het bezit ervan.

Transposons als vectorsysteem

Transposons worden vanwege hun unieke eigenschap veelvuldig gebruikt als
vector bij transformatie-experimenten. Zo vind het genetisch modificeren van
insecten, waaronder muggen, met behulp van vectorsytemen plaats die
gebaseerd zijn op transposons.

In een vroeg stadium worden embryo’s geinjecteerd met een plasmide voorzien
van een gemodificeerd transposon waarin het transgen is ingebracht. Tussen de
'inverted repeats' van het transposon kan DNA met lengtes tot 15 kb worden
geplaatst zonder verlies aan springvermogen.®* Om tot een stabiele inbouw van
het transgen te komen is de codering voor het enzym transposase verwijderd en
in een tweede plasmide geplaatst; de zogeheten helperplasmide. Eenmaal
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ingebouwd in het insectengenoom zal het transposon met het ingebouwde gen,
zich vanwege de afwezigheid van transposase niet meer kunnen verplaatsen.

Voor muggen van de soorten Aedes en Anopheles is aangetoond dat het stabiel
inbouwen van een gen met behulp van een op transposons gebaseerd
vectorsysteem mogelijk is. In alle gevallen is, hoewel in muggen wel
transposons zijn aangetroffen®, gebruik gemaakt van een niet-mug eigen
transposons. Transposons afkomstig uit andere insecten blijken niet alleen
binnen de soort maar ook buiten de soort bruikbaar te zijn. Zo werden transgene
muggen gemaakt met behulp van het minos-transposon afkomstig uit de
fruitvlieg Drosophila hydei** het mariner-transposon van de fruitvlieg D.
melanogaster®® het hermes-transposon van de huisvlieg Musca domestica®” en

het PiggyBac-transposon van de mot ‘cabbage looper'.>%%*
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4.1

De gevolgen voor het milieu

Risico kan worden gedefinieerd als het product van de kans op een ongewenste
gebeurtenis en het ongewenste effect dat hierbij optreedt. Doorgaans wordt bij
genetische modificatie van dieren, waaronder insecten, ontsnappen en
verspreiden als ongewenste gebeurtenissen ervaren. Hierbij kan gedacht worden
aan het ontsnappen van transgene dieren voor onderzoeksdoeleinden uit kooien
in laboratoria of het ontsnappen van transgene zalmen uit netten in zee. Als
ongewenst effect wordt veelal het veranderen van (ecologische) eigenschappen
van de wilde populatie genoemd en de eventuele effecten hiervan op het
ecosysteem.

Bij de risicobeoordeling van transgene muggen die losgelaten worden in het
milieu ten behoeve van malariabestrijding speelt een element zoals ontsnapping
van transgene muggen geen rol. Het doel is namelijk om de oorspronkelijke
wilde populatie te vervangen. Verspreiding van de transgene mug is zeer
wenselijk en uitkruisen met de wilde populatie of vervangen van de wilde
populatie is zelfs noodzakelijk om het gewenste resultaat te bereiken.

Het doel van de modificatie, het verkrijgen van refractoire muggen, lijkt als
zodanig geen nadelige gevolgen voor de mens of het milieu met zich mee te
brengen. Refractoire Anopheles muggen worden ook in de huidige wilde
populatie al veelvuldig aangetroffen.**®® De risicobeoordeling bij het vrijlaten
van transgene muggen zal zich daarom moeten richten op veranderingen die de
modificatie teweegbrengt in het gedrag of eigenschappen van de mug en op
verspreiding van genen buiten de muggenpopulatie. Daarbij moeten de
mogelijke nadelige effecten afgezet worden tegen de effecten die conventionele
middelen ten behoeve van malariabestrijding met zich meebrengen.

Aangezien het stadium van transgene refractoire muggen nog niet is bereikt
en tot op heden niet duidelijk is welke modificatie de meeste toekomst heeft,
lijkt een algemene beschouwing hier op zijn plaats. De meest genoemde
nadelige gevolgen voor het milieu van loslaten van transgene muggen dienen
hierbij als uitgangspunt.

Geografische verspreiding

Een belangrijk element in de discussie met betrekking tot introductie in het
milieu van transgene muggen betreft geografische verspreiding. De meest
gestelde vraag hierbij is in hoeverre het inbouwen van genen met antiparasitaire
werking ertoe kan leiden dat deze muggen andere of minder eisen aan hun
omgeving stellen. Hierdoor zou het verspreidingsgebied van de mug en daarmee
dat van de parasiet uit kunnen breiden.
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Dat de dodelijke variant van de ziekte malaria (P. falciparum) zich niet over de
hele wereld verspreidt, maar zich voornamelijk concentreert in Afrika, Azié en
Latijns Amerika wordt voor een belangrijk deel bepaald door klimatologische
factoren. De tropische muggen die in staat zijn de dodelijke P. falciparum
parasiet over te dragen hebben relatief hoge temperaturen nodig om te
overleven. Bij een omgevingtemperatuur beneden de 8°C zijn de muggen niet in
staat te overleven. Ook de plasmodiumparasiet stelt strikte eisen aan zijn
omgevingstemperatuur. De minimumtemperatuur voor de parasiet ligt tussen de
16 en 19°C. Zowel de mug als de parasiet gedijt het beste bij een temperatuur
rond de 27°C.

Naast omgevingstemperatuur bepaalt ook regenval de aanwezigheid van
malariamuggen. Niet alleen de hoeveelheid neerslag, maar ook de periode
waarin regenval plaatsvindt, spelen een rol. Regenpoeltjes vormen voor de
meerderheid van de soorten uitstekende broedplaatsen en regenval draagt bij aan
het instandhouden van een relatief hoge luchtvochtigheid. Een lage
luchtvochtigheid (minder dan 60%) verkort de levensduur van de mug. Een
sterk verkorte levensduur voorkomt overdracht van de malariaparasiet. Om de
parasiet over te brengen moet de mug na inname van de parasiet nog circa negen
dagen leven. Dit is de tijd die de parasiet nodig heeft om zich in de mug te
kunnen ontwikkelen.

Bovengenoemde factoren zijn de meer algemene eisen die muggen stellen aan
hun omgeving. Zoals eerder gesteld hebben we hier niet te maken met slechts
één maar met meerdere soorten die de parasiet kunnen overdragen. Soorten die
alle specifieke eisen stellen aan hun omgeving en daardoor in bepaalde gebieden
wel, en in andere gebieden niet kunnen overleven. Eeuwenlange adaptatie aan
de omgeving heeft veelal geleid tot deze specificiteit.

Soorten variéren sterk in voorkeur voor factoren als broedplaatsen en
luchtvochtigheid. Hoewel de meerderheid van de malariamuggen eieren in
zoetwater legt, hebben een aantal soorten zoutwater nodig als broedplaats.®
Binnen de zoetwatersoorten kan onderscheid worden gemaakt tussen soorten die
regenpoelen als broedplaats gebruiken en soorten die voorkeur hebben voor
stromend water. Vergelijkbare verschillen zijn gevonden voor luchtvochtig-
heid.” In vochtige gebieden worden muggen van A. gambiae aangetroffen
terwijl de soort A. arabiensis juist in droge tot gematigd vochtige gebieden
wordt gevonden.”®™
Dat het voorkomen van bepaalde muggensoorten geen momentopnames betreft
blijkt onder meer uit een onderzoek uitgevoerd op het eiland Madagaskar. Het
voorkomen van de soorten A. gambiae en A. arabiensis in de verschillende
regio’s op het eiland bleek 35 jaar na dato onveranderd.”
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4.2

Mede gezien de grote variatie in eisen die verschillende soorten aan hun
omgeving stellen en de wijze waarop de mug hierin volhardt, doet vermoeden
dat hierbij meerdere genen en meerdere ‘pathways’ betrokken zijn. Daarbij
geldt in het algemeen dat veel eigenschappen polygenetisch van aard zijn. Wil
een transgene mug zich over een groter gebied verspreiden dan lijkt dit gepaard
te moeten gaan met het ontregelen van meerdere genen of meerdere processen.

Mocht een transgene mug in staat blijken een nieuwe niche in te nemen dan
betekent dit niet automatisch dat hiermee ook de ziekte malaria zich over
grotere gebieden verspreidt. Zo lang het refractoire karakter van de transgene
mug niet doorbroken wordt zal de mug de malariaparasiet niet naar deze niche
verplaatsen. Daarbij vestigt de mug zich in een gebied waar de druk vanuit de
parasiet om de resistentie te doorbreken niet aanwezig is of gering zal zijn.
Ingeval het refractoire karakter van de mug wel doorbroken wordt en de mug
zich blijkt te kunnen vestigen in een nieuwe niche dan nog hoeft dit evenmin te
betekenen dat de ziekte malaria zich naar dit gebied uitbreidt. De parasiet zal
zich tevens onder de nieuwe omstandigheden moeten handhaven. Factoren zoals
luchtvochtigheid en temperatuur moeten voor de mug dusdanig gunstig zijn dat
deze een periode van minimaal negen dagen overleeft. Alleen dan zal de
parasiet in staat zijn levenscyclus in de mug te voltooien en kan de parasiet
overgedragen worden op de mens. Hierbij dient tevens te worden opgemerkt dat
bij een te lage omgevingstemperatuur de parasiet ongeacht de levensduur van de
mug niet zal kunnen overleven. Onder de huidige omstandigheden ligt de
minimumtemperatuur voor de parasiet circa vijf graden hoger dan voor de mug.

Overdracht van andere ziekteverwekkers

Tropische muggen zijn overdragers van zeer ernstige ziekteverwekkers zoals de
malariaparasiet, virussen waaronder dengue (knokkelkoorts) en gele koorts en
draadwormen verantwoordelijk voor de ziekte filariasis.** De wijze waarop de
overdracht van deze verschillende ziekteverwekkers door muggen plaatsvindt
vertoont veel overeenkomstige elementen. Opname vindt via het bloed plaats en
de ziekteverwekker heeft de mug nodig om zich te kunnen ontwikkelen dan wel
te verspreiden. Daarbij verplaatsen genoemde ziekteverwekkers zich op
vergelijkbare wijze door het lichaam van de mug. Deze overeenkomstige wijze
van overdracht roept de angst op dat ingrijpen in de interactie tussen de
malariaparasiet en de mug ook gevolgen heeft voor de interactie tussen de mug
en andere ziekteverwekkers. De vrees bestaat dat de transgene muggen, hoewel
niet langer overdrager van de malariaparasiet, in staat zal zijn andere
levensbedreigende ziekteverwekkers over te dragen. Waarbij niet alleen gedacht
wordt aan de al bekende ernstige ziekteverwekkers maar ook aan nu nog vrij
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onschuldige ziekteverwekkers, of ziekteverwekkers waarvan het bestaan
vooralsnog niet bekend is.

Hoewel overdracht op vergelijkbare wijze plaatsvindt, betekent dit niet dat alle
muggen alle ziekteverwekkers overdragen. De combinatie ziekteverwekker en
insect is zeer specifiek. Zo worden de virussen verantwoordelijk voor de ziekten
gele koorts en dengue exclusief overgedragen door Aedes muggen’?, de humane
variant van malaria door Anopheles muggen en filariasis-veroorzakende
nematoden voornamelijk door muggen van het soort Mansonia en Culex. Niet
alleen tussen genera maar ook tussen soorten binnen een genus bestaan
dergelijke verschillen. In de meeste gevallen handhaaft de ziekteverwekker zich
optimaal in één of een klein aantal zeer verwante soorten. Als voorbeeld hiervan
dient de malariaparasiet en zijn vector. Van de 240 bekende Anopheles soorten
zijn er slechts 70 in staat plasmodium soorten over te brengen.

Ondanks het feit dat zowel de ziekteverwekkers als de verschillende
muggensoorten in gebieden naast elkaar voorkomen en dus voeden op dezelfde
gastheer heeft dit niet geleidt tot uitbreiding van de vectorreeks. Zo dragen
muggen van het genus Culex, hoewel een aantal zich voeden met humaan bloed,
niet de humane malariaparasiet over.

Wil de soort als vector dienen voor de ziekteverwekker dan moet de
ziekteverwekker in staat zijn zich te handhaven en te verplaatsen binnen de
mug. De ziekteverwekker moet hierbij het immuunsysteem van de mug
weerstaan en in staat zijn zich te verplaatsen vanuit het maagdarmstelsel via het
spijsverteringskanaal naar de speekselklieren.

Door het opvijzelen van het immuunsysteem van de mug door genetische
modificatie proberen wetenschappers alsnog volledige afbraak van de
malariaparasiet te realiseren. Wanneer door genetische modificatie verandering-
en teweeg worden gebracht in de werking van mechanismen zoals ‘melanotic
encapsulation’ lijkt een eventueel effect op andere ziekteverwekkers niet uit te
sluiten. “Melanotic encapsulation’ bepaalt ten slotte in belangrijke mate of een
insectensoort als vector van de ziekteverwekker wordt aangemerkt.

Ook voor het inbouwen van genen verantwoordelijk voor de aanmaak van de
antimicrobiéle eiwitten ‘defensin A’of ‘cecropin A’ of genen coderend voor
gifstoffen zoals PLA2 gelden dergelijke overwegingen. Deze eiwitten staan
bekend om hun brede werkingsspectrum. De kans dat de werking van deze
stoffen zich niet beperkt tot de malariaparasiet maar zich uitstrekt naar andere
ziekteverwekkers lijkt daarom reéel. Echter dat hierdoor de mug zijn refractoire
karakter ten aanzien van andere ziekteverwekker verliest lijkt minder aanneme-
lijk. Zeker gezien het feit dat de toxische werking van laatst genoemde stoffen
gericht is tegen de ziekteverwekker.
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Of de mug een vector is voor een ziekteverwekker wordt eveneens bepaald door
het vermogen van de ziekteverwekker om zich vanuit het maagdarmstelsel te
kunnen verplaatsen naar de speekselklieren. Een dergelijke verplaatsing vergt
een specifieke interactie tussen de mug en de ziekteverwekker.?® Het passeren
van de membranen gaat gepaard met de herkenning van specifieke oppervlakte-
eiwitten van de ziekteverwekker en specifieke sites op de te passeren
membranen. Getracht wordt om door genetische modificatie de herkenningssites
of de oppervlakte-eiwitten te blokkeren en daarmee passage van de parasiet
onmogelijk te maken. Angst bestaat dat het blokkeren van receptoreiwitten op
de membranen ertoe kan leiden dat andere ziekteverwekkers deze alsnog
kunnen passeren. Overdracht van de reeds bekende ziekteverwekkers onder
laboratoriumomstandigheden moet daarom goed onderzocht worden.

Om de kans op overdracht van andere ziekteverwekkers tegen te gaan geven
veel deskundigen de voorkeur aan modificaties die specifiek gericht zijn tegen
de malariaparasiet. Zij zijn van mening dat door in te grijpen op een voor de
parasiet uniek mechanisme of stadium de kans op gevolgen voor de overdracht
van andere ziekteverwekkers sterk verkleind wordt. De grootste kans van slagen
voorzien zij wanneer de parasiet zich in het ookinetenstadium bevindt. Het
aantal ookineten in de mug is vaak minder dan tien in tegenstelling tot het latere
sporozietenstadium waarbij hoeveelheden van duizenden worden genoemd.*
Bij dergelijke hoge aantallen neemt de kans op ‘ontsnappen’ toe.

Aanpassing van de parasiet aan een andere vector

Eén van de voornaamste reden dat bestrijding van malaria een groot probleem
IS, is dat de parasiet in vrij korte tijd in staat is resistentie te ontwikkelen tegen
geneesmiddelen. Dit snelle aanpassingsvermogen van de parasiet roept vragen
op. Enerzijds de vraag of bij het gebruik van transgene muggen de parasiet op
vergelijkbare wijze de aangebrachte modificaties weet te omzeilen. Anderzijds
de vraag of de parasiet zich zal aanpassen aan andere muggensoorten of genera.
Met name in het laatste geval zou dit de problematiek rond malaria kunnen
verergeren. De habitat van de parasiet breidt zich uit waardoor het bestrijden
wordt bemoeilijkt.

Het is niet onwaarschijnlijk dat bij het inbrengen van één enkel gen de parasiet
in staat zal zijn zich in relatief korte tijd aan te passen, waardoor het refractoire
karakter van de mug doorbroken wordt. Dat het doorbreken van dit karakter
extra gevaren met zich meebrengt wordt echter betwijfeld. De mug zal de
overdacht van de malariaparasiet hervatten en het ingebrachte gen verliest zijn
kracht. Een dergelijke doorbreking wijkt niet af van de resistentie van de
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parasiet tegen geneesmiddelen of insecticidenresistentie bij de mug. In het
somberste geval is de bestrijding van malaria weer terug bij af.

Zoals in de vorige paragraaf al werd gesteld is de interactie tussen parasiet en
muggen specifiek tot uniek te noemen. Hoewel meerdere muggensoorten zich
voeden met bloed is de overdracht van de humane malariaparasiet slechts
beperkt tot één soort; muggen van het genus Anopheles. Genera zoals Aedes of
Culex voeden zich eveneens met malariabesmet humaan bloed, maar de parasiet
weet zich, voor zover bekend, in deze muggensoorten niet te handhaven. Ook
een groot aantal soorten binnen het genus Anopheles blijkt na opname van
besmet bloed de humane malariaparasiet niet over te brengen. Herkenningsites
op membranen van de middendarm en de speekselklier van de mug spelen
hierbij een belangrijke rol. Een goed voorbeeld hiervan is een experiment
waarbij speekselklieren tussen twee muggensoorten werden uitgewisseld. Na
het implanteren van de speekselklier van A. dirus, overdrager van de parasiet P.
knowlesi, in A. freeborni werden sporozoieten in de speekselklier aangetroffen.
Deze parasiet wordt normaal gesproken niet in de speekselklier van A. freeborni
aangetroffen.”® Ook het hoge percentage refractoire muggen binnen de soort A.
gambiae en de grote aantallen parasieten die na bloedopname afgebroken
worden in niet-refractoire muggen bevestigt dat aanpassen niet eenvoudig is.

De eenvoud waarmee adaptatie van de malariaparasiet aan geneesmiddelen
plaatsvindt, weerspiegelt naar alle waarschijnlijkheid niet een mogelijke
aanpassing van de parasiet aan andere soorten of muggen van andere genera. De
complexiteit van het systeem lijkt hierbij in de weg te staan. Voldoende kennis
ontbreekt echter om de mogelijke aanpassing van de parasiet aan een andere
vector zonder meer uit te sluiten.

Effect op de voedselketen

Evenals elk ander organisme maakt de mug deel uit van de voedselketen.
Muggen eten en worden gegeten. VVolwassen muggen voeden zich met nectar en
plantensappen en voor de ontwikkeling van de eieren voeden vrouwtjesmuggen
zich tevens met bloed. Algen en bacterién die in het water voorkomen vormen
het belangrijkste voedsel voor muggenlarven. Vogels en amfibieén worden
gezien als de belangrijkste predators van volwassen muggen. Muggenlarven die
zich in water bevinden worden gegeten door onder meer vissen.

Om te beoordelen in hoeverre de aanwezigheid van transgene refractoire
muggen effect heeft op andere organismen in de voedselketen moet op twee
vragen antwoord worden gegeven. Ten eerste heeft het aanbrengen van een
modificatie effect op het gedrag of de omvang van de muggenpopulatie en zo ja
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4.5

in hoeverre heeft dit effect op andere organismen die voor hun voedsel
afhankelijk zijn van de mug.

Zoals uit voorgaande paragrafen blijkt heeft de aanwezigheid van de parasiet
effect op de frequentie en hoeveelheid bloed die vrouwtjesmuggen opnemen
wanneer ze zich voeden. Hierdoor zullen transgene refractoire muggen minder
vaak bloed opzuigen in vergelijking tot hun wilde met Plasmodium-
geinfecteerde soortgenoten en verhogen zij daarmee haar overlevingskans. Dit
zal echter niet leiden tot een forse toename van het totaal aantal muggen
aangezien in de wilde populatie slechts een klein percentage de parasiet bezit.

Anders zou het kunnen zijn wanneer de wilde populatie door gebruik van
steriele transgene muggen wordt uitgeroeid en er een niche ontstaat. Deze niche
zal opgevuld worden met andere (Anopheles) muggen of wellicht andere
insecten. Naast het feit dat een (verhoogde) aanwezigheid van één of meerdere
organismen een toename in ziekteverwekkers kan betekenen, kan dit ook van
invloed zijn op de voedselketen. In welke mate deze effecten op zullen treden is
onduidelijk en afhankelijk van de predator en de lokale omstandigheden. Hierbij
dient opgemerkt te worden dat volwassen muggen een minder belangrijke rol
spelen in de voedselketen dan larven. Deze laatste vormen een belangrijke
voedselbron voor hogere aquatische organismen.

Verspreidingsmechanisme

Het verspreiden van het gen buiten de muggen van het genus Anopheles kan
nadelige gevolgen met zich meebrengen en moet daarom ook meegenomen
worden in de risicobeoordeling. Van eminent belang hierbij is het gebruikte
verspreidingsmechanisme.

4.5.1 (Symbiotische) bacterién

Of het gebruik van transgene bacterién er toeleidt dat het gen zich buiten de
muggenpopulatie kan verspreiden zal met name bepaald worden door het
gastheerbereik van de genetisch gemodificeerde (symbiotische) bacterie.
Wanneer gebruik wordt gemaakt van bacterién die in symbiose leven met hun
gastheer wordt de kans op ongewenste verspreiding van het transgen
verkleind.*” De afhankelijkheid van de symbiont ten opzichte van zijn gastheer
gaat overdracht naar andere gastheren tegen.

Anders lijkt het te zijn wanneer de bacterie Wolbachia als verspreidings-
mechanisme wordt gekozen. Wolbachia is wijdverspreid en heeft een groot
gastheerbereik. Ze zijn aangetroffen in muggen, pissebedden, mijten, nematoden
en ongeveer 20% van de insectensoorten. Uit studies naar het verspreidings-
gedrag blijkt dat horizontale overdacht binnen insectenfamilies maar ook tussen
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niet verwante insecten in het verleden heeft plaatsgehad. Zo werd overdracht
van Wolbachia waargenomen in en tussen verschillende Drosophila soorten’
en van de steekmug Aedes albopictus naar de fruitvlieg Drosophila.”

Bij een eventueel gebruik van Wolbachia afkomstig uit een ander organisme
dan Anopheles muggen lijkt, mede gezien het verleden van Wolbachia,
horizontale overdacht terug naar dit organisme reéel. Ook dit kan betekenen dat
het ingebouwde transgen zich buiten de Anopheles muggen verspreidt. In
hoeverre dit risico’s met zich meebrengt kan op voorhand niet worden
voorspeld en is uiteraard sterk gerelateerd aan de ingebrachte genen of de
aangebrachte modificatie.

4.5.2 Transposons

Om de risico’s bij het gebruik van transposons te kunnen bepalen is kennis over
de werking van transposons noodzakelijk. Hierbij moet onderscheid worden
gemaakt tussen actieve en inactieve transposons. Inactieve transposons hebben
het gen voor het enzym transposase verloren waardoor ze niet langer in staat
zijn zich te verplaatsen binnen het genoom. Hierdoor wordt een stabiele
integratie verkregen. Transposase-activiteit in de cel teweeg gebracht door een
actief transposon kan deze stabiliteit echter opheffen. In de tot op heden
geproduceerde transgene muggen is gebruik gemaakt van transposons vectoren
waarbij de codering voor het transposase niet gelegen is op het transposon. Het
ingebouwde transposon, voorzien van het gewenste gen, kan derhalve als
inactief worden aangemerkt. Bij het toepassen van transposons als
verspreidingsmechanisme voor transgenen lijkt het gebruik van actieve,
springende transposons echter essentieel.

Springende transposons kunnen deleties, inserties en verplaatsing van
gastheerspecifieke sequenties teweegbrengen. Hierdoor kunnen mutaties in het
genoom ontstaan en genen worden uitgeschakeld. Waarbij het waarschijnlijk is
dat sommige genen vaker ‘geraakt’ worden dan andere genen.®* Opmerkelijk is
dat insertie van een transposon niet altijd volledige inactivatie van het bewuste
gen tot gevolg heeft. Soms leidt insertie tot een afwijkend fenotype. Tevens
kunnen meervoudige inserties in het insectengenoom een onverwachte wijziging
in de biologie van het insect als gevolg hebben.”

Hoewel we hier spreken van actieve transposons betekent dit niet dat deze
transposons ook altijd in beweging zijn. Normaliter bevindt de meerderheid van
de transposons zich in een ‘slapende’ toestand. Stressvolle omstandigheden
zoals een defecte genregulatie, of omgevingsstress kunnen ertoe leiden dat
transposons geactiveerd worden en gaan springen. De gevolgen van een
springend transposon beperken zich veelal tot een cel. Insertie van een

42



Transgene muggen als wapen in de strijd tegen malaria

transposon in een essentieel gen leidt in veel van de gevallen alleen tot de dood
van deze cel. Echter voor een aantal ernstige zeldzame erfelijke ziekten
waaronder de immunodeficientieziekte SCID en Hemofilie A en B wordt de
betrokkenheid van transposons gesuggereerd.”’

Het genoom van het merendeel van de organismen bestaat voor een groot
percentage uit transposons. Transposons zijn aangetroffen in insecten, planten,
gewervelde dieren en mensen. Naar schatting bestaat meer dan 35% van het
DNA van de mens uit transposons. Voor bijvoorbeeld mais worden veel hogere
percentages tot zelfs 50% genoemd.

Het meest bekende en onderzochte transposon is het P-element van de
fruitvlieg Drosiphila. Dit P-element is specifiek voor de fruitvlieg. Pogingen om
het P-element over te brengen naar andere insecten zijn mislukt.”® Voor zijn
activiteit is het p-element afhankelijk van de aanwezigheid van een gastheer-
specifiek eiwit.

Het P-element is echter een uitzondering, in veel andere gevallen is een
gastheerspecifieke factor niet noodzakelijk. Transposons zijn uitwisselbaar
tussen genera maar ook tussen insectenordes. Zo werden transgene muggen
gemaakt met van behulp transposons afkomstig uit meerdere soorten
fruitvliegen®*®® de huisvlieg® en de koolrups®*** zijn voor het produceren van
transgene organismen. Met vectoren gebaseerd op marinertransposon werden
vele organismen waaronder bacterién, kippen en vissen genetisch
gemodificeerd. Het vermogen van de mariner transposon om zich door
horizontale overdracht te verspreiden lijken hier debet aan te zijn. Mariner
transposons zijn aangetroffen in veel insectensoorten (15% van de 400 geteste
soorten), duizendpoten, mijten, nematoden, en platwormen. Maar ook in mensen
en andere gewervelde organismen.”

Daarnaast toonden experimenten aan dat transposons tussen soorten binnen
verschillende genera maar ook daar buiten kunnen springen. Aangetoond is dat
transposons in staat zijn binnen het genus Drosophila te springen®, dat een
insectentransposon eveneens kan springen in een protozoa® en dat een
transposon afkomstig uit een nematode springt in het genoom van een vis. En
ook in het humane genoom kunnen transposons afkomstig van andere
organismen zoals vissen® of nematoden® zich verplaatsen.

Zoals eerder al vermeld zijn in de mug transposons aangetroffen. Deze lijken
echter niet geschikt voor gebruik als vector. Ook is geen transposon
aangetroffen met een vergelijkbaar verspreidingsmechanisme als het P-element
van de fruitvlieg Drosophila. Het is dan ook aannemelijk dat wanneer
transposons ingezet gaan worden als verspreidingsmechanisme deze afkomstig
zijn van een ander organisme. Deze transpososons zullen naar alle
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waarschijnlijkheid niet afhankelijk zijn van gastheerspecifieke eiwitten. Het
gebruik van een niet-gastheerspecifieke transposon brengt met zich mee dat ook
in andere organismen dan de mug het transposon actief kan zijn. Horizontale
overdracht naar het organisme waaruit de transposon is geisoleerd, lijkt
aannemelijk, maar ook overdacht naar andere organismen lijkt niet uitgesloten.
In hoeverre een verspreiding van het transposon en daarmee van het gen risico’s
met zich meebrengt zal, evenals bij het gebruik van Wolbachia, sterk afhangen
van het gen dat is ingebracht. Immers transposons komen van nature voor in
organisme en een eventuele aanwezigheid lijkt dan ook geen verhoogd risico
met zich mee te brengen.
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Risicomanagement

Om de veiligheid voor de mens en het milieu te waarborgen wordt door
wetenschappers een stapsgewijze benadering voorgesteld.?* Het uitvoeren van
laboratoriumexperimenten zal gevolgd worden door experimenten in zogeheten
biosfeerkassen waarin de natuurlijke omstandigheden nagebootst worden. De
volgende stap is het gebruik van een geisoleerd gebied. Deze stapsgewijze
benadering maakt het tevens mogelijk om voorafgaand aan het loslaten van
transgene muggen in het milieu de haalbaarheid van bestrijding te toetsen.
Alleen bij voldoende garanties ten aanzien van veiligheid én haalbaarheid is een
volgende stap gerechtvaardigd.

Laboratoriumexperimenten

Als eerste stap kan een belangrijk deel van het onderzoek ten aanzien van
veiligheid en haalbaarheid op laboratoriumniveau worden uitgevoerd. Hierbij
moet gedacht worden aan experimenten waarbij de stabiliteit van het
ingebouwde gen of het effect van de modificatie op de fitness e.d. wordt
bepaald. Tevens kan door het uitvoeren van laboratoriumexperimenten worden
bepaald of de transgene mug in staat is bekende ernstige en minder ernstige
ziekteverwekkers over te dragen.

Kasproeven

Na laboratoriumexperimenten lijkt de tweede stap het uitvoeren van
experimenten in zogeheten biosfeerkassen, waarbij ontsnappen van muggen
effectief kan worden tegengegaan. Door in de kassen de natuurlijke situatie zo
veel mogelijk na te bootsen kunnen eventuele effecten op het gedrag van de
mug op grotere schaal worden bepaald. Daarnaast bieden kassen de
mogelijkheid om de werking van verspreidingsmechanismen te onderzoeken
omdat de mug in staat is zijn volledige levenscyclus in de kas te voltooien. Op
deze wijze is het mogelijk een zo natuurlijk mogelijke populatie op te bouwen.

Onderzoek naar het gedrag van malariamuggen vindt momenteel al in
dergelijke kassen plaats, zij het zonder gebruik van transgene muggen.®* Deze
kassen hebben de toepasselijke naam ‘Malariasphere’ meegekregen. De kas is
voorzien van vegetatie en water dat dienst doet als broedplaats. Ook is een
simpele hut met bed aanwezig. Hierdoor wordt het mogelijk de volledige
levenscyclus van de mug te volgen, inclusief de interactie met de mens.

Het Nederlandse onderzoeksorgaan NWO financieerde onlangs de bouw van
een duizend vierkante meter ‘biosfeer’ in Tanzania. De bedoeling is om hierin
experimenten uit te voeren als voorbereiding op het loslaten van transgene
muggen. Ook bij dit onderzoek worden in eerste instantie geen transgene
muggen gebruikt.
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Hierbij dient opgemerkt te worden dat het raadzaam lijkt om in eerste instanties
gebruik te maken van biosfeerkassen in gebieden waar buiten de kas de
leefomstandigheden voor de mug zeer ongunstig zijn. Bij een eventueel
ontsnappen van muggen zullen deze niet in staat zijn zich te verspreiden of te
overleven. Als vervolgstap wordt het gebruik van kassen in de gebieden waar de
muggen van nature voorkomen gezien.

Geisoleerd gebied of eiland

Na uitvoerig onderzoek in kassen zal het loslaten van de mug in zijn natuurlijke
omgeving de derde stap zijn. De meest voor de hand liggende optie hierbij is het
uitvoeren van veldexperimenten in een geisoleerd gebied of op een eiland.
Behalve dat op grote schaal naar de haalbaarheid gekeken kan worden biedt het
gebruik van een geisoleerd gebied tevens de mogelijkheid om naar onverwachte
effecten te kijken. Immers, in laboratoria en kassen kan de situatie buiten slechts
nagebootst worden. Verdere verspreiding van de mug en de eventuele nadelige
gevolgen blijven hierdoor beperkt.

Deze fase van testen wordt door velen als omstreden ervaren en een goede
communicatie met de lokale bevolking is daarom essentieel. Daarbij moeten
testen in de kassen hebben aangetoond dat de kans op succes duidelijk aanwezig
is.

De zoektocht naar een geschikt eiland is al gestart. Zo wordt onder meer het
eiland Bioko genoemd.®> Het eiland Bioko is circa 1300 km? groot en gelegen
op ruim 30 km voor de westkust van Centraal Afrika ter hoogte van Kameroen.
De omstandigheden op dit eiland worden door onderzoekers als ideaal gezien.
Malaria komt voor op dit eiland maar de problemen zijn relatief klein en
controleerbaar. Bovendien vindt malariaonderzoek op dit eiland al plaats en is
kennis over de daar voorkomende muggensoorten reeds aanwezig.
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Conclusies

Het stadium van transgene refractoire muggen die niet langer de humane
malariaparasiet overdragen is nog niet bereikt. De wetenschappelijke
ontwikkelingen staan echter niet stil en successen met transgene refractoire
muggen in combinatie met rattenmalaria bieden hoopgevende perspectieven.
Deze ontwikkelingen kunnen een belangrijke doorbraak betekenen binnen het
spectrum van bestrijdingsmethoden.

Het inzetten van transgene refractoire muggen in de strijd tegen malaria roept
weerstand op. Argumenten ten aanzien van veiligheid en haalbaarheid hebben
hierbij de overhand. Gevreesd wordt dat malaria bij falen zich naar nieuwe
gebieden kan uitbreiden, de mug overdrager wordt van andere ziekten of dat de
parasiet zich aanpast aan een nieuwe gastheer. Daarnaast bestaat de angst voor
nadelige gevolgen voor de voedselketen waarin de mug zich bevindt.

Veel van deze argumenten lijken niet zozeer gebaseerd op wetenschappelijke
kennis, maar eerder op het ontbreken hiervan. Echter, kennis om de argumenten
te weerleggen is doorgaans ook niet aanwezig. Meer onderzoek voorafgaand
aan introductie in het milieu van transgene muggen naar met name het gedrag
en de eigenschappen van de mug is dan ook essentieel.

Het uitvoeren van laboratoriumexperimenten gevolgd door experimenten in
zogeheten biosfeerkassen en vervolgens het gebruik van een geisoleerd gebied
lijkt hiervoor de aangewezen methode. Deze benaderingswijze vertoont grote
gelijkenis met het stappenplan dat in Nederland wordt gehanteerd voor het in
het milieu brengen van ggo’s zoals transgene gewassen. Eventueel te
verwachten nadelige effecten moeten in een zo vroeg mogelijk stadium
uitgesloten worden.

Door het volgen van dit stappenplan wordt het eveneens mogelijk de
haalbaarheid van de bestrijding van malaria met transgene muggen te bepalen.
Immers als niet met grote zekerheid gesteld kan worden dat de methode
effectief is, zal een ingreep van dergelijke omvang niet te verantwoorden zijn.
Hierbij opgemerkt dat de meeste betrokkenen erkennen dat de inzet van
transgene muggen waarschijnlijk niet voldoende zal zijn om malaria uit te
roeien, maar dat transgene muggen wel een belangrijke bijdrage kunnen leveren.

Het terugdringen of uitroeien van malaria zal waarschijnlijk alleen mogelijk
zijn door een brede inzet van middelen. De inzet van huidige middelen en
bestrijdingswijzen, zoals geneesmiddelen en geimpregneerde klamboes zullen
hierbij een belangrijke rol blijven spelen. Ook nieuwe ontwikkeling zoals het
produceren van een ‘cocktail’-vaccin, gedragsinterventies en biologische
bestrijding verdienen in dit kader ondersteuning.
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Uiteraard is het te beperkt om te veronderstellen dat met garanties ten aanzien
van veiligheid en haalbaarheid voldoende draagvlak is gecreéerd om transgene
muggen los te laten. Aan inzet van dergelijke muggen kleven ethische en
maatschappelijke bezwaren, die niet zonder meer ter zijde geschoven kunnen
worden. Een verantwoorde introductie vergt derhalve goede communicatie en
samenwerking met betrokkenen, evenals goede voorlichting. Hierbij moeten de
door malaria getroffen landen in een vroegtijdig stadium worden betrokken.
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