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Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de vergunningaanvraag IM-MV 20-010 000
getiteld: ‘MVA-MERS-S DF1: An MVA-vectored vaccine candidate against MERS
coronavirus, encoding the MERS spike protein’ van het Erasmus Medisch Centrum, deelt de

COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd om te adviseren over een klinische studie naar de veiligheid,
verdraagbaarheid en immunogeniteit in gezonde proefpersonen van een levend verzwakt
genetisch gemodificeerd (gg-) MVA-MERS-S DF1 vaccin gericht tegen het Middle East
respiratory syndrome-related coronavirus (MERS-CoV). Dit vaccin is afgeleid van het
verzwakte pokkenvirus Modified Vaccinia virus Ankara (MVA), en brengt het volledige
Spike-eiwit van MERS-CoV tot expressie om hiertegen een immuunreactie op te wekken.
MERS-CoV is een coronavirus dat voornamelijk in Saudi-Arabié voorkomt en over-
gedragen kan worden van dromedarissen naar mensen door contact met geinfecteerde
dieren. Infectie met MERS-CoV kan bij mensen asymptomatisch, mild, of zeer ernstig
verlopen. MV A is een biologisch ingeperkt virus dat een historie van veilig gebruik kent
als vaccin tegen het pokkenvirus.

De COGEM is van oordeel dat MVA-MERS-S DF1 geattenueerd en biologisch ingeperkt
is, en dat het transgen (MERS-S) geen verhogend effect heeft op de pathogeniteit en het
verspreidingspotentieel van de vector. Daarnaast acht zij de kans verwaarloosbaar klein
dat er recombinatie optreedt tussen MVA-MERS-S DF1 en zooOnotische
orthopoxvirussen of coronavirussen. Op basis van het bovenstaande is d¢ COGEM van
oordeel dat de risico’s voor mens en milieu verbonden aan deze klinische studie met
MVA-MERS-S DF1 verwaarloosbaar klein zijn.




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
- Ministerie van IenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico's
DG Milieu en Internationaal
- Dr. N. Smit, Loket Gentherapie
- Dr. .R.J. Vanmolkot, Centrale Commissiec Mensgebonden Onderzoek
- Mr. N. Gusi¢, Ministerie van VWS

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling zijn de COGEM leden Prof. dr. CM.F.
Dirven en Dr. S. Herfst niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Klinische studie met gg-vaccin MVA-MERS-S DF1
ter bescherming tegen MERS-CoV

COGEM advies CGM/201019-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd om te adviseren over een vergunningaanvraag (IM-MV 20-010) voor een
klinische fase Ib studie om de veiligheid, verdraagbaarheid en immunogeniteit van het MVA-MERS-
S DF1 vaccin gericht tegen het Middle East respiratory syndrome-related coronavirus (MERS-CoV)
in gezonde vrijwilligers, te onderzoeken. Het MVA-MERS-S DF1 vaccin is afgeleid van het verzwakte
pokkenvirus Modified Vaccinia virus Ankara (MVA), en brengt het volledige Spike (S)-eiwit van
MERS-CoV tot expressie om hiertegen een immuunreactie op te wekken. Het vaccin is bestemd als
profylaxe tegen MERS-CoV infectie.

1.1 Middle East respiratory syndrome-related coronavirus

MERS-CoV behoort tot de orde Nidovirales, familie Coronaviridae (subfamilie Orthocoronavirinae),
genus Betacoronavirus en subgenus Merbecovirus." MERS-CoV is in de zomer van 2012 ontdekt bij
een patiént met acute longontsteking en nierfalen uit Saudi-Arabié,” en uit retrospectieve data is
gebleken dat het virus al in april dat jaar in verschillende pati€nten met ernstige luchtweginfecties in een
ziekenhuis in Jordanié aanwezig was.® Het virus is verwant aan Severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus (SARS-CoV) en SARS-CoV-2 die eveneens in het genus Betacoronavirus
ingedeeld zijn.* MERS-CoV wordt voornamelijk overgedragen van dromedarissen naar mensen door
contact met geinfecteerde dieren.’ Infectie met MERS-CoV bij de mens kan asymptomatisch, mild, of
zeer ernstig verlopen. De meest voorkomende klachten zijn koorts, hoesten en benauwdheid, en in
sommige gevallen kan ook een longontsteking optreden. Ook gastro-intestinale klachten kunnen
voorkomen. In ernstige gevallen kunnen acute luchtwegproblemen ontstaan waardoor kunstmatige
beademing noodzakelijk is, en multi-orgaanfalen. De mortaliteit van MERS-CoV wordt 35% geacht,
maar dit is mogelijk een overschatting omdat milde gevallen meestal niet gerapporteerd zijn.® Ouderen,
(chronisch) zieke mensen of mensen met een niet goed functionerend immuunsysteem lijken meer risico
te lopen op een ernstiger ziekteverloop na infectie met MERS-CoV.

Sinds 2012 hebben meer dan 80% van de ziektegevallen plaatsgevonden in Saudi-Arabié, de overige
ziektegevallen waren verspreid over 27 landen.” Aangezien de clusters van infecties beperkt zijn
gebleven tot individuen (medewerkers in ziekenhuizen en familieleden) die veelvuldig contact hadden
met MERS-CoV geinfecteerde patiénten, lijkt de transmissie van mens-op-mens niet efficiént te
verlopen.”%%1% Tot dusver zijn er nog geen vaccins of specificke medicijnen beschikbaar tegen MERS.
Sinds 2013 is MERS-CoV als meldingsplichtige ziekte aangemerkt.'!

Genoomorganisatie MERS-CoV

MERS-CoV is een positief enkelstrengs RNA virus met een genoom van ca. 30 kb groot. De
virusdeeltjes worden omhuld door een lipidemembraan. Het genoom bevat twee grote ‘open reading
frames’ (ORFs 1a en 1b) die het grootste deel van het genoom omvatten en coderen voor polyproteinen
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die door virale proteases worden geknipt in 16 niet-structurele eiwitten (nspl t/m nsp16) welke het
replicatie-transcriptie complex vormen.” Daarnaast zijn in het 3’ uiteinde van het genoom meerdere
kleinere ORFs aanwezig die coderen voor de structurele eiwitten (spike (S), het nucleocapside (N), het
membraan (M), en het envelop (E) eiwit, en accessoire eiwitten. Het S-eiwit is bepalend voor het
tropisme van het virus en kan door gastheerproteasen geknipt worden in 2 subunits (S1 en S2). Subunit
1 bevat een receptor-bindend domein, dat kan binden aan de dipeptidyl peptidase 4 (DPP4; CD26)
receptor die onder meer op humane cellen voorkomt (voornamelijk op epitheelcellen van de lagere
luchtwegen, maar ook op nierepitheelcellen, darmcellen, T-cellen en macrofagen). Subunit 2 is
betrokken bij de fusie van het virale membraan met het membraan van de gastheercel.” Aan de 5> en 3’
uiteinden van het genoom van MERS-CoV bevinden zich niet-coderende sequenties, de zogenaamde
‘non-translated regions’ of NTRs die noodzakelijk zijn voor replicatie.

1.2 Modified Vaccinia virus Ankara (MVA)
MVA is een verzwakte variant van het Chorioallantois vaccinia virus Ankara (CVA), een pokkenvirus
uit de species Vaccinia virus, genus Orthopoxvirus, familie Poxviridae). MV A is ontwikkeld door CVA
te cultiveren op kippenembryofibroblast (CEF) cellen. Na ongeveer 570 passages in CEF cellen zijn er
verschillende mutaties ontstaan in het genoom die gepaard gaan met fenotypische veranderingen, zoals
het onvermogen om cytopathische effecten of plaques te vormen in verschillende cellijnen, en de
afwezigheid van huidlaesies na infectie van de huid. Deze aangepaste en zeer verzwakte vorm van CVA
is in 1968 hernoemd als MVA.'2 MVA is niet pathogeen voor dieren, waaronder bestraalde muizen, '3
konijnen'* en apen met een onderdrukt immuunsysteem. '

MVA is veelvuldig onderzocht, wordt sinds de jaren ‘70 bij mensen gebruikt als vaccin tegen pokken,
en heeft zijn veiligheid bewezen in meer dan 120.000 gevaccineerde personen, waaronder kinderen,
ouderen en personen met huidziekten, zonder ernstige bijwerkingen.!®!” De veiligheid van MVA is

tevens aangetoond in HIV-geinfecteerde personen en kankerpatiénten, '19-20:21

MV A virusdeeltjes bevatten een membraan, waarbij het virale lineaire dubbelstrengs (ds) DNA genoom
van ongeveer 178 kbp,?>? is ingepakt in een zogenaamde virale ‘core’. Bij de ontwikkeling van MVA
hebben tijdens de passages in CEF cellen naast kleine deleties, inserties en puntmutaties ook zes grote
deleties plaatsgevonden, en is ten opzichte van CVA ongeveer 15% van het genoom (circa 30 kbp)
verloren gegaan.’*?-2¢ Deze deleties zijn ontstaan in verschillende regio’s van het genoom.?* In
vergelijking met ouderstam CVA bevat MVA 71 orthologe ORFs waarvan voorspeld is dat deze voor
identieke eiwitten coderen, en 124 ORFs waarbij de genproducten aminozuurwijzigingen, inserties of
deleties bevatten.?’

Door de verschillende inserties, deleties en mutaties die zijn opgetreden bij de ontwikkeling van
MVA, zijn onder andere genen betrokken bij de replicatie in verschillende zoogdiercellen, bij het
ontduiken van het immuunsysteem van de gastheer, en bij de virulentie van het virus verstoord of

verloren gegaan,!>2428.29

Pokkenvirussen repliceren in het cytoplasma van de gastheercel. Hiervoor is het virus afhankelijk van
de eigen transcriptie-machinerie, die in de virale ‘core’, waarin ook het virale DNA zich bevindt,
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ingepakt is. Voor de eiwittranslatie is het virus afhankelijk van de machinerie van de gastheer.** Door
de deleties die aanwezig zijn in het genoom van MVA is dit virus niet meer in staat om productief te
repliceren (ook wel ‘nonpermissive’ genoemd) in de meeste zoogdiercellen, waaronder humane
cellen.?®3! De blokkade in de replicatiecyclus in ‘nonpermissive’ cellijnen gebeurt in een laat stadium
van de replicatiecyclus.* Het virus kan daardoor nog wel de zogenaamde ‘early’, ‘intermediate’ en ‘late’
genen, én eventueel aanwezige recombinante genen, tot expressie brengen in humane cellen, maar de
uiteindelijke assemblage van het virusdeeltje in deze cellen is geblokkeerd.?® 33

Waar voor veel andere virussen vaak specifieke celreceptoren betrokken zijn bij het infecteren van
cellen, zijn voor pokkenvirussen (nog) geen specifieke gastheerreceptoren geidentificeerd. Tot dusver
is bekend dat bij hechting en fusie met de gastheercel aanwezigheid van glycosaminoglycanen of
extracellulaire matrixcomponenten nodig zijn, die op vrijwel alle cellen voorkomen. Pokkenvirussen
kunnen daardoor waarschijnlijk een groot scala aan zoogdiercellen infecteren, maar de mogelijkheid tot
productieve replicatie is afhankelijk van gastheercel-specifieke intracellulaire factoren.*

1.3 MVA-MERS-S DF1I

De aanvrager is voornemens het gg-vaccin MVA-MERS-S DF1, dat in het buitenland geproduceerd
wordt, voor onderzoek aan gezonde vrijwilligers toe te dienen via een intramusculaire injectie in de
bovenarm.

Voor de productie van MVA-MERS-S DF1 is gebruik gemaakt van MVA-F6-sfMR; een ‘stock’
virus van het MVA isolaat F6 dat geisoleerd is na additionele passages van MVA op CEF cellen. Dit
isolaat wordt volgens de aanvrager vaker gebruikt als vector voor de ontwikkeling van vaccins. Voor de
constructie van het vaccin wordt gebruik gemaakt van de vector plasmide pllIH5red MERS-S, waarin
het gen coderend voor het S-eiwit van MERS-CoV gekloneerd is achter de Vaccinia virus early/late’
promoter PmHS5,* en waarin zich tevens de fluorescente marker mCherry bevindt. De aanvrager stelt
dat in het S-gen drie Vaccinia virus terminatiesignalen zijn uitgeschakeld door stille mutaties.*® De
expressiecassette wordt geflankeerd door MV A sequenties die recombinatie op het target locus (deletion
site IIT) mogelijk maken.

CEF cellen die geinfecteerd zijn met MVA-F6 worden vervolgens getransfecteerd met
pllIH5red MERS-S, waarbij door homologe recombinatie de PmHS5-MERS-S-mCherry sequentie in
deletion site III opgenomen wordt.>® Vervolgens worden fluorescente plaques geisoleerd, en is de
integratie van de cassette in het genoom gecontroleerd door middel van PCR. Tijdens verdere plaque
zuiveringen wordt geselecteerd op niet-fluorescente plaques afkomstig van het uiteindelijke
vaccinconstruct MVA-MERS-S, waarbij het mCherry gen na een tweede homologe recombinatiestap
uit het genoom is verwijderd. Het uiteindelijke kandidaatvaccin MVA-MERS-S DF1 wordt
geproduceerd in DF-1 cellen, die zijn afgeleid van kippenembryo fibroblast cellijnen.

2. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft MERS-CoV in 2013 ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3.3” De COGEM heeft MVA
in 2003 als apathogeen in pathogeniteitsklasse 1 ingedeeld, omdat het virus onschadelijk is gebleken bij
toepassing in mens en dier.*® Een variant van MVA, MVA- Bavarian Nordic (BN), gecreéerd door
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additionele passages in CEF cellen, is in 2013 toegelaten op de Europese markt onder de naam
IMVANEX® en dient als vaccin tegen pokken.*

Daarnaast heeft de COGEM ook positief geadviseerd over verschillende klinische studies met gg-
MV A vaccins die sequenties bevatten van een Hemagglutinine eiwit (HA) van Influenza A virus,*** en
sequenties afkomstig van HIV-A,* of HIV-B.* In 2019 heeft d¢ COGEM in een vertrouwelijk advies
positief geadviseerd over de markttoelating van een van MV A afgeleid vaccin tegen het Ebolavirus.

3. Informatie over de klinische studie

Het kandidaatvaccin MVA-MERS-S _DF1 wordt geproduceerd in Duitsland. De klinische studie met
MVA-MERS-S DF1 zal plaatsvinden in het Erasmus Medisch Centrum in Rotterdam. Proefpersonen
ontvangen binnen een jaar maximaal 5 keer het vaccin via intramusculaire toediening, met minimaal 1
week tussen de toedieningen. De dosering varieert tussen de 2x107 of 2x10% ‘plaque forming units’
(PFU) en zal maximaal 1x10° PFU bedragen per proefpersoon. Tijdens de vaccinatie draagt het medisch
personeel handschoenen en een overjas die in de ‘clinical trial unit’ dient te blijven. De handschoenen
van het personeel en eventuele oppervlakten waarop gemorst wordt, worden met 70% ethanol
schoongemaakt. Direct na vaccinatie wordt ook de injectieplaats met 70% ethanol schoongemaakt en
afgedekt met een waterbestendige pleister die minstens 24 uur moet blijven zitten. Bij het verwijderen
van de pleister dienen de plaats van toediening, de pleister en de handen wederom schoongemaakt te
worden met 70% ethanol. Na vaccinatie worden de proefpersonen 1 uur gemonitord, en als er geen
klinisch relevante bevindingen optreden mogen zij daarna het ziekenhuis verlaten.

4. Overweging

In de onderhavige aanvraag wordt een MVA-MERS-S DF1 vaccin toegediend aan proefpersonen om
de veiligheid, verdraagbaarheid en immunogeniteit te onderzoeken. Mogelijke risico’s die hierbij
kunnen optreden, hebben betrekking op de pathogeniteit van de genetisch gemodificeerde organismen
(ggo’s), de mogelijke verspreiding van de ggo’s in het milieu en de eventuele vorming van nieuwe
recombinante virussen. Door de verspreiding zouden andere personen dan de deelnemende patiénten
geinfecteerd kunnen raken met de ggo’s of met een recombinant virus.

4.1 Eigenschappen van MVA-MERS-S DF1

MVA is door de COGEM ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1 als apathogeen organisme. Replicatie van
het MV A-(vector)genoom vindt plaats in het cytoplasma van de cel en integratie van het vectorgenoom
in het gastheergenoom is nooit beschreven.?*** Het potentieel schadelijke effect van de MVA-MERS-
S DF1 hangt daarom samen met de geinsereerde S-sequentie en de functie van het S-eiwit.

Het MERS-CoV S-eiwit is betrokken bij de hechting van MERS-CoV aan gastheercellen. De
aanvrager acht het zeer onwaarschijnlijk dat het S-eiwit in het membraan van het MVA-MERS-S DF1
deeltje geincorporeerd wordt. Bij MERS-CoV vindt de assemblage van virusdeeltjes plaats tussen het
endoplasmatisch reticulum en Golgi systeem, waar de structurele eiwitten (waaronder het S-eiwit)
naartoe getransporteerd worden.* Bij de natuurlijke replicatiecyclus van MV A bestaan twee infectieuze
vormen van het virus, het intracellulaire ‘intracellular mature virion’ (IMV) en het extracellulaire
‘extracellular enveloped virion” (EEV). Bij het IMV wordt het virale DNA in de gastheercel ingepakt
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en komen de deeltjes vrij wanneer de cel lyseert ten gevolge van infectie. Een deel van de IMVs kunnen
worden ingepakt in een dubbel membraan afkomstig van het trans-Golgi systeem.*®*” Deze virusdeeltjes
kunnen door fusie van het buitenste membraan met het gastheercelmembraan de cel verlaten en worden
vervolgens EEV genoemd. Bij de ontwikkeling van EEVs kan bij de productie van MVA-MERS-S DF1
de mogelijkheid bestaan dat het S-eiwit in het virale membraan terecht komt. De aanvrager geeft echter
aan dat bij de voorbereidingen van het vaccin (behandeling met lysis buffer en zuivering met ‘tangential
flow filtration’) het buitenste membraan snel beschadigd raakt en verloren gaat. Ook zijn bij de
aanvrager geen mechanismen bekend waardoor het S-eiwit op een andere manier in het MVA-MERS-
S_DF1 virusdeeltje geincorporeerd kan worden. Indien MVA-MERS-S DF1 gepseudotypeerd zou zijn
met het S-eiwit zal dit volgens de aanvrager overigens geen verbreding van het tropisme opleveren,
aangezien het gastheerbereik van MV A al zeer breed is.*

De aanvrager stelt dat toevoeging van de S-sequentie en aanwezigheid van het S-eiwit na infectie
geen invloed heeft op de morfogenese van MVA, en dat daarmee de mogelijkheid tot productieve
replicatie van MVA-MERS-S DF1 onveranderd is ten opzichte van MVA. Dit is onderzocht in CEF
cellen en niet-permissieve HelLa en HaCat cellen, en hieruit blijkt dat de mogelijkheid tot productieve
replicatie van MVA-MERS-S DF1 gelijk is aan die van wildtype MVA en productieve replicatie in
menselijke cellen niet mogelijk is. Deze test in permissieve en niet-permissieve cellijnen is ook
uitgevoerd met het Master Seed Virus van deze studie.

Er zijn enkele preklinische studies met het MVA-MERS-S vaccin geproduceerd in CEF cellen (MVA-
MERS-S CEF), uitgevoerd met muizen en dromedarissen, waarbij geen ziekteverschijnselen zijn
waargenomen.>®*® Uit (pre)klinische studies met verschillende MV A-vectoren (0.a. als vaccin tegen
influenza en HIV) is gebleken dat deze vectoren in het algemeen goed getolereerd worden.*-3%3! Hoewel
MV A wel kan repliceren in kippen, zijn er geen schadelijke effecten gerapporteerd in kippen na infectie
met een MVA-HS vector (een recombinant MVA met het hemagglutinine gen van influenzavirus
(H5N1) A/vietnam/1194/04).5

De COGEM kan zich vinden in bovenstaande beweringen van de aanvrager. Zij acht het
onwaarschijnlijk, maar niet geheel uitgesloten dat het S-eiwit in het MVA-MERS-S DF1 membraan
opgenomen wordt. Wanneer in het theoretische geval toch pseudotypering optreedt, acht zij dit niet van
invloed op de pathogeniteit en het gastheerbereik van de vector en de mogelijkheid tot productieve
replicatie.

Al het bovenstaande in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat de virale vector MV A-
MERS-S DF1 geattenueerd en biologisch ingeperkt is bij toediening aan proefpersonen. De COGEM
is van oordeel dat het transgen (MERS-S) geen verhogend effect heeft op de pathogeniteit en het
verspreidingspotentieel van de vector.

4.2 Moleculaire karakterisering

Bij het vergelijken van het genoom van het ‘Master Seed Virus’ (MVA-F6) met de MVA-F6 consensus-
sequentie met behulp van ‘next-generation sequencing’ (NGS), zijn twee ‘single nucleotide
polymorphisms’ (SNPs) ontdekt in het ‘Master Seed Virus’. De eerste is geidentificeerd als stille
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mutatie, en de tweede vormt een stop-codon in een ORF dat codeert voor een niet-functioneel deel van
de type I interferon receptor. Omdat dit eiwit al niet functioneel is in MV A, is de aanvrager van mening
dat deze SNP geen invloed heeft op de werking van het vaccin.

MVA-MERS-S DF1 is 5 keer gepasseerd op DF-1 cellen, waarna het genoom van het vaccin na
iedere passage is gesequenced met NGS en vergeleken met de referentiesequentie (een in silico
constructie van de MV A-F6 backbone met de sequentie van het MERS S-eiwit en de PmHS5 promoter).
De aanvrager geeft aan dat daarbij enkel SNPs en geen recombinatie of deleties zijn waargenomen.
Alleen stille mutaties of niet-coderende repetitieve sequenties worden geaccepteerd tijdens het
productieproces (onderdeel van de acceptatiecriteria). De aanvrager stelt dat MVA-MERS-S genetisch
stabiel is in DF-1 cellen.

Op basis van bovenstaande gegevens is de COGEM van oordeel dat de aanvrager de moleculaire
karakterisering van MVA-MERS-S DF1 afdoende heeft uitgevoerd.

4.3 Recombinatie en reversie

Een potentieel risico bij deze klinische studies met gg-virussen is het ontstaan van recombinant virus in
de patiént als gevolg van recombinatie met verwante wildtype virussen, of reversie naar een virulenter
fenotype.

4.3.1 Recombinatie

Recombinatie kan optreden wanneer verwante virussen gelijktijdig dezelfde cel infecteren, waardoor de
verloren functies in de MV A-vector opnieuw verkregen zouden kunnen worden, of waarbij de transgene
sequentie in een wildtype (pokken)virus terecht zou kunnen komen. Een vereiste hiervoor is dat een
verwant pokkenvirus ook mensen kan infecteren. Het meest bekende pokkenvirus uit het genus
Orthopoxvirus dat infecties bij de mens veroorzaakt en ook alleen de mens als gastheer heeft, is het
Variola virus. Dit virus is echter sinds 1980 wereldwijd uitgeroeid, waardoor co-infectie met dit virus
uitgesloten is. Daarnaast bestaan er verschillende orthopoxvirussen met zoonotisch potentieel, zoals het
Monkeypox virus en Camelpox virus. Ook van het Vaccinia virus, waarvan geen natuurlijke gastheer
bekend is, zijn varianten aangetoond in vee en buffels in Brazilié en India, waarbij ook infectie bij
mensen gemeld is.”*>* In Europa is infectie van de mens met orthopoxvirussen zeer zeldzaam.** Tot
dusver zijn er in Europa enkele gerapporteerde gevallen bekend; in september 2018 en december 2019
zijn drie infecties met het Monkeypox virus gerapporteerd in Engeland, die waarschijnlijk zijn opgelopen
in Nigeria.>%>
gerapporteerd, voornamelijk bij mensen die direct contact hebben gehad met een geinfecteerd dier.®

Infectie met het Cowpox virus is in Europa zeer zeldzaam en wordt sporadisch

Van het Vaccinia virus is het fenomeen van ‘superinfection exclusion’ beschreven, waarbij een
opvolgende secundaire infectie van dezelfde gastheercel wordt voorkomen door expressie van bepaalde
‘early’ eiwitten.>** Het is nog wel mogelijk dat meerdere virusdeeltjes een cel tegelijkertijd kunnen
infecteren, maar wanneer specificke ‘early’ eiwitten tot expressie komen, wordt een daaropvolgende
infectie van buitenaf voorkomen.® Ook de vorming van de ‘virus factories’ waarin de replicatie van het
DNA plaatsvindt, kan belemmerend werken voor recombinatie.®! Echter, in vitro is aangetoond dat
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recombinatie tussen een recombinante MV A-vector en een Cowpox virus variant kan plaatsvinden bij

zowel co-infectie als superinfectie (2 tot 6 uur na primaire infectie) in ‘semi-permissieve’ cellijnen.33-6%63

Hoewel recombinatie tussen verwante orthopoxvirussen theoretisch mogelijk is, en in vitro ook

aangetoond is met Cowpox virus®-%4

acht de COGEM de kans op een co-infectie van een gevaccineerde
met MVA-MERS-S DF1 en een verwant Orthopoxvirus zeer onwaarschijnlijk, omdat de aanwezigheid
van de replicatie-deficiénte MVA-MERS-S DF1 vector in de gevaccineerde met de tijd afneemt en

infectie met andere orthopoxvirussen in Nederland zeer zeldzaam is.

Op basis van bovenstaande gegevens concludeert de COGEM dat de kans op recombinatie tussen MV A-
MERS-S_DF1 en zoonotische orthopoxvirussen verwaarloosbaar klein is, aangezien deze virussen niet
circuleren in Europa. Daarnaast zijn er, voor zover bekend bij de COGEM, geen aanwijzingen dat er
recombinatie is opgetreden tussen MVA(-vectoren) en andere pokkenvirussen in de periode na
vaccinatie met MV A, of bij gebruik van deze vector in klinische studies. De kans op recombinatie tussen
MVA-MERS-S DF1 (dsDNA vaccinvirus) en coronavirussen (positief enkelstrengs RNA virus) acht
zij verwaarloosbaar klein.

Naast het genus Orthopoxvirus zijn er ook andere genera binnen de familie Poxviridae waarin
virusspecies voorkomen die mensen kunnen infecteren.® De kans op recombinatie tussen MVA-MERS-
S DF1 en pokkenvirussen uit een ander genus dan Orthopoxvirus acht de COGEM echter
verwaarloosbaar klein, onder meer omdat hier in het verleden nooit melding van is geweest gedurende
of'na de grootschalige vaccinaties met Vaccinia virus varianten ter preventie van infectie met het Variola
Virus.

4.3.2 Reversie naar wildtype

MVA-vectoren zijn biologisch ingeperkt. Ten opzichte van ouderstam CVA ontbreekt 15% van het
genoom door verschillende grote en kleinere deleties en andere mutaties.** De mogelijkheid om een
productieve replicatie te handhaven wordt waarschijnlijk door meerdere ontbrekende of slecht
functionerende genproducten veroorzaakt. Hierdoor acht de COGEM de kans op spontane volledige
reversie van het genoom naar een volledig replicatiecompetent fenotype verwaarloosbaar klein.

4.4 Biodistributie en uitscheiding
Verspreiding is mogelijk door morsen, prikincidenten, lekkage op de plaats van injectie, of blootstelling
aan besmet afval. Het risico op infectie van derden acht de aanvrager minimaal, onder andere omdat
infectie zelflimiterend is en omdat in studies met vergelijkbare MV A-vectoren geen uitscheiding van
intacte (replicatiecompetente) MV A-vectordeeltjes in niet-humane primaten en mensen gedetecteerd
5. 66,67

In een dierstudie met MVA-MERS-S CEF is zeer beperkte biodistributie in enkele muizen
aangetoond en is geen MVA-DNA gedetecteerd in nieren, rectum, ontlasting, blaas en urine.®® De
aanvrager stelt dat op basis van deze bevindingen en het feit dat er geen hematogene verspreiding is, er
geen ggo uitgescheiden zal worden in urine en respiratoire druppels.
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Om verspreiding via lekkage en accidentele blootstelling aan vaccinmateriaal te voorkomen is de
aanvrager voornemens hygi€énemaatregelen te hanteren. Zo wordt bij de patiént de injectieplaats na de
vaccinatie met 70% alcohol schoongemaakt en afgedekt met een waterbestendige pleister die minstens
24 uur moet blijven zitten. Bij het verwijderen van de pleister dienen de plaats van toediening, de pleister
en de handen schoongemaakt te worden met 70% ethanol.

Indien MVA-MERS-S DF1 in het milieu wordt uitgescheiden, is deze vector biologisch ingeperkt en
zal zich niet verder verspreiden. Daarnaast is de COGEM van oordeel dat het ingebrachte transgen geen
verhoging van de pathogeniteit ten opzichte van MVA met zich meebrengt. De COGEM acht de
milieurisico’s ten gevolge van uitscheiding van MVA-MERS-S_DF1 daarom verwaarloosbaar klein.

5. Conclusie

De COGEM is van oordeel dat MVA-MERS-S DF1 afdoende moleculair is gekarakteriseerd. De
COGEM acht het risico op recombinatie of reversie in de proefpersoon verwaarloosbaar klein. De kans
op verspreiding en op nadelige effecten bij eventuele blootstelling van derden aan MVA-MERS-S DF1
acht zij eveneens verwaarloosbaar klein. Alles in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat
de milieurisico’s verbonden aan deze voorgenomen klinische studie met MVA-MERS-S DFI
verwaarloosbaar klein zijn.
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