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Geachte mevrouw Van Nieuwenhuizen,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier getiteld ‘Anabaena PCC7120°
(IG 20-014_2.13-000), ingediend door de Stichting Nederlands Instituut voor Onderzoek der

Zee (NIOZ), deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de
cyanobacteriestam Anabaena sp. PCC 7120, en de plaatsing van deze stam op Bijlage 2,
lijst Al van de Regeling ggo. Cyanobacterién (voorheen blauwalgen genoemd) zijn
fotosynthetiserende bacterién die onder veel verschillende milieuomstandigheden kunnen
leven. Het genus Anabaena bestaat uit cyanobacterién die in water voorkomen, en bevat
vertegenwoordigers die toxines kunnen produceren.

Anabaena sp. PCC 7120 wordt al lange tijd in het laboratorium gebruikt als
modelorganisme. Onder stikstofarme condities kan deze stam gespecialiseerde cellen
vormen die stikstof kunnen fixeren uit de atmosfeer.

Er zijn bij de COGEM geen aanwijzingen bekend dat Anabaena sp. PCC 7120 schadelijk
is voor plant, dier of mens. Gezien het bovenstaande adviseert de COGEM om Anabaena
sp. PCC 7120 in te delen in pathogeniteitsklasse 1 en op te nemen in Bijlage 2, lijst Al
van de Regeling ggo.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies treft u
hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,

Prof. dr. ing. Sybe Schaap
Voorzitter COGEM

c.c. Dr. J. Westra, Hoofd Bureau ggo
Mr. J.K.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenW



Pathogeniteitsclassificatie van de cyanobacteriestam
Anabaena sp. PCC 7120

COGEM advies CGM/200225-01

1. Inleiding

Naar aanleiding van een verzoek van de Stichting Nederlands Instituut voor Onderzoek der Zee (NIOZ)
is de COGEM gevraagd om te adviseren over de pathogeniteitsklasse van de cyanobacteriestam
Anabaena sp. PCC 7120 (IG 20-014) en over de plaatsing van deze stam op Bijlage 2, lijst Al van de
Regeling ggo.! Deze bijlage bestaat uit een lijst van gastheerorganismen die apathogeen zijn voor mens,
dier of plant. Opname op Bijlage 2, lijst A1 betekent dat onder ML-I laboratoriumcondities met het
betreffende micro-organisme genetisch gemodificeerde organismen (ggo’s) vervaardigd mogen worden
indien hierbij vectoren worden gebruikt die wél, of inserties die niet, op de A-lijsten staan
(respectievelijk ’lijst A2 veilige vectoren’ en ’lijst A3 inserties’). Activiteiten met deze ggo’s kunnen,
zonder dat een aanvrager daar een milieurisicobeoordeling voor hoeft aan te leveren, direct na
kennisgeving gestart worden.

2. Pathogeniteitsclassificatie Regeling Genetisch Gemodificeerde Organismen (ggo)

Onder de ggo-regelgeving worden bij de pathogeniteitsclassificatie de risico’s voor mens en milieu in
ogenschouw genomen. Daartoe worden in de Regeling ggo micro-organismen ingedeeld in vier
pathogeniteitsklassen. Deze indeling start met pathogeniteitsklasse 1, die gevormd wordt door
apathogene micro-organismen en loopt op tot pathogeniteitsklasse 4, de groep van hoog pathogene
micro-organismen. ledere pathogeniteitsklasse is gekoppeld aan een inperkingsniveau voor
werkzaamheden met ggo’s van die klasse.

Apathogene micro-organismen worden ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1. Dergelijke micro-
organismen dienen minimaal aan één van de volgende criteria te voldoen:

a) het micro-organisme behoort niet tot een soort waarvan vertegenwoordigers bekend zijn die
ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant;

b) het micro-organisme heeft een lange historie van veilig gebruik onder omstandigheden waarbij
geen bijzondere inperkende maatregelen worden getroffen;

c¢) het micro-organisme behoort tot een soort die vertegenwoordigers bevat van klasse 2, 3 of 4, maar
de stam in kwestie bevat geen genetisch materiaal dat verantwoordelijk is voor de virulentie;

d) van het micro-organisme is het niet-virulente karakter door middel van adequate tests aangetoond

Een indeling in pathogeniteitsklasse 2 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ziekte kan veroorzaken, waarvan het onwaarschijnlijk is dat het zich onder de populatie verspreidt,
terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is, alsmede een micro-
organisme dat bij planten een ziekte kan veroorzaken.
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Een indeling in pathogeniteitsklasse 3 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er een effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

Een indeling in pathogeniteitsklasse 4 is van toepassing op een micro-organisme dat bij mensen of dieren
een zeer ernstige ziekte kan veroorzaken, waarvan het waarschijnlijk is dat het zich onder de populatie
verspreidt, terwijl er geen effectieve profylaxe, behandeling of bestrijding toepasbaar is.

3. Cyanobacterien

Cyanobacterién (voorheen ook wel blauwalgen genoemd) komen voor in zeer uiteenlopende milieus.?
Zij kunnen zowel op land als in water voorkomen en worden ook op plaatsen aangetroffen waar extreme
omstandigheden heersen, zoals in Arctische gebieden of thermische bronnen. Sommige soorten kunnen
symbiotische relaties aangaan met andere eukaryote organismen, zoals diatomeeén en sponzen.
Cyanobacterién produceren het pigment chlorofyl-a en zijn hierdoor tot fotosynthese in staat. Onder
bepaalde omstandigheden, bijvoorbeeld bij een verhoogde toevoer van voedingsstoffen of een toename
van de temperatuur, kunnen cyanobacterién zich massaal gaan vermenigvuldigen; een fenomeen dat
bekend staat als algenbloei. Omdat sommige cyanobacteri€én toxines produceren die schadelijk zijn voor
andere organismen,>** kan algenbloei schadelijk zijn voor mens en milieu.

4. Genus Anabaena

Het genus Anabaena behoort, net als het genus Nostoc, tot de orde Nostocales, familie Nostocaceae, van
het fylum Cyanobacteria.® Anabaena sp. zijn cyanobacterién die in zowel zoet, zout als brak water
voorkomen. Er zijn verschillende Anabaena soorten (met name Anabaena flos-aquae, Anabaena
circinalis en Anabaena lapponica)®’ en stammen (Anabaena sp. WA102 en AL935)® waarvan bekend
is dat zij toxines produceren. Ook zijn er Anabaena stammen die cytotoxisch zijn voor zoogdiercellen
(humane HL-60 en muis 3T3 Swiss cellen), maar het is nog niet bekend welk toxine dit veroorzaakt.’

5. Anabaena sp. PCC7120
De cyanobacterie Anabaena sp. PCC 7120 (ook wel bekend als Nostoc sp. PCC 7120, ATCC 27893)
wordt voornamelijk in zoetwater aangetroffen. De bacteriestam is oorspronkelijk in Noord-Amerika
geisoleerd en kreeg toen de naam Nostoc muscorum. Toen de stam werd overgedragen aan de Pasteur
collectie!® in 1971, is de stam hernoemd als Anabaena sp.'! Tegenwoordig worden echter zowel de
naam Anabaena sp. PCC 7120 als Nostoc sp. PCC 7120 gebruikt in de wetenschappelijke literatuur. De
stam wordt al lange tijd als modelorganisme gebruikt om stikstoffixatie en celdifferentiatie te
bestuderen. %1314

Anabaena sp. PCC 7120 vormt lange filamenten, en kan bij lage nitraat- en ammoniumconcentraties
in het water gespecialiseerde cellen (heterocysten) vormen die stikstof uit de lucht kunnen fixeren.
Ongeveer elke tiende cel in een filament differentieert onder lage stikstof condities in een heterocyst.
Deze heterocysten dragen niet bij aan de fotosynthese, en bevatten het zuurstof-labiele ‘nitrogenase-
enzymcomplex’ om atmosferisch stikstof te fixeren en door te geven aan andere cellen in het filament.
Omdat het nitrogenase-enzymcomplex zuurstof-labiel is, wordt opname van zuurstof in de heterocyst
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voorkomen door de productie van extracellulaire glycolipiden en een exopolysacharidelaag.'>!'> Voor de
vorming van heterocysten vinden chromosomale herschikkingen plaats.!*!416

Het genoom van Anabaena sp. PCC 7120 bestaat uit het chromosoom (6,4 Mb) en zes plasmiden (in
totaal 0,8 Mb).!”-!® In een in 1995 uitgevoerde studie naar toxinen in Anabaena en Nostoc isolaten wordt
Anabaena/Nostoc sp. PCC 7120 aangemerkt als niet-toxische stam.!! De aanvrager heeft met een
BLAST analyse gekeken of er overeenkomsten zijn tussen sequenties van een aantal potentiele
cyanobacterie toxines®> en het genoom van Anabaena sp. PCC 7120, en concludeert dat Anabaena sp.
PCC 7120 geen genen voor bekende toxines bevat. Voor één van de toxines, het aplysiatoxine, is echter
geen biosynthetisch cluster geidentificeerd, waardoor hiervoor geen analyse uitgevoerd kon worden. In
de gepubliceerde genoomsequentie van Anabaena sp. PCC 7120'° worden enkele genen geannoteerd
die coderen voor enzymen die mogelijk betrokken zijn bij de synthese van potentieel schadelijke
secundaire metabolieten (zoals microcystine). Echter, productie van microcystine is onwaarschijnlijk,
omdat andere genen die vereist zijn voor de productie, lijken te ontbreken. Ook lijken er geen volledige
metabole routes voor de productie van andere potentieel schadelijke secundaire metabolieten aanwezig
te zijn in Anabaena sp. PCC 7120.%°

6. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft in 2016 geadviseerd over de Anabaena variabilis stam ATCC 29413 (=PCC 7937),
en deze in pathogeniteitsklasse 1 ingedeeld.?! In dat advies is tevens aangegeven dat de COGEM
cyanobacterién uitsluitend op stamniveau classificeert vanwege de onduidelijke en aan verandering
onderhevige taxonomie van cyanobacterién.

7. Classificaties van andere organisaties

De ‘American Type Culture Collection’(ATCC), die haar indeling baseert op pathogeniteit voor de
mens, heeft Anabaena PCC 7120 (onder de naam Nostoc sp. ATCC 27893) ingedeeld op het laagste
veiligheidsniveau (‘Biosafety level 1°).? De Duitse ‘Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und
Arbeitsmedizin’ (BAUA) die pathogeniteit voor de mens beoordeelt, heeft cyanobacterién als groep
ingedeeld in risicogroep 1, met de melding dat er rekening gehouden dient te worden met toxinevorming
door sommige soorten.? In de Duitse ‘Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen’ (DSMZ) is
Anabaena sp. PCC 7120 (onder de naam Nostoc sp.) ingedeeld in risicogroep 1.>* Hierbij wordt
aangegeven dat er niet uitgesloten kan worden dat deze stam cyanobacteri€le toxines produceert die
mogelijk schadelijk zijn voor mens en dier. Deze inschaling door buitenlandse instanties geldt als
referentie en achtergrondinformatie bij de risicobeoordeling die door de COGEM wordt uitgevoerd.

8. Overweging en advies

Wetenschappelijk gezien is de pathogeniteit van een micro-organisme goed aan te tonen. De
afwezigheid van pathogeniteit is echter moeilijk te bewijzen. Daarbij worden gevallen van pathogeniteit
gepubliceerd, terwijl er nauwelijks wordt gerapporteerd over de apathogeniteit van micro-organismen.
Hierdoor is van veel bacterién weinig literatuur over apathogeniteit voor handen.
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Anabaena sp. (Nostoc sp.) PCC 7120 is een cyanobacterie die met name voorkomt in zoet water en

gebruik maakt van fotosynthese. De genoomsequentie van deze stam is bekend, inclusief de sequentie

van de zes plasmiden die deze stam bevat. Op basis van de genoomsequentie lijkt productie van

potentieel schadelijke secundaire metabolieten door deze stam onwaarschijnlijk. De stam wordt

veelvuldig gebruikt voor onderzoek en heeft een historie van veilig gebruik. Er zijn geen aanwijzingen

dat deze stam ziekte kan veroorzaken bij plant, dier of mens.

Gezien het bovenstaande adviseert de COGEM om Anabaena sp. PCC 7120 in te delen in
pathogeniteitsklasse 1 en op te nemen in Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo.
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