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‘Produktie

van - en infectie met chimere virussen in animale cellen (III)’ (IG 20-208 II1-000),

ingediend door Wageningen Universiteit, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met
verschillende flavivirus en aphavirus chimeren. De aanvrager is voornemens deze
chimere virussen te produceren in dierlijke cellen, om hiermee vervolgens cellen te
infecteren. De chimeren bestaan uit combinaties van het Zika virus (ZIKV) en het Usutu
virus (USUV), het West Nile virus (WNV) en USUV, en de vaccinstam VEEV TC-83
van het Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) en het Chikungunya virus
(CHIKV).

De chimeren zullen bestaan uit een combinatie van een klasse 3 (ZIKV, WNV, CHIKV)
en een klasse 2 pathogeen (USUV, VEEV TC-83). De COGEM is van oordeel dat deze
chimeren niet meer pathogeen of virulent zullen zijn dan de betreffende oudervirussen.
Ook is het aannemelijk dat de uitwisseling van genen tussen de virussen zal resulteren in
een verzwakking van het chimere virus. Echter, omdat dit niet met experimentele
gegevens onderbouwd kan worden, gaat de COGEM in haar overwegingen ervan uit dat
de betreffende chimeren gelijk zijn aan de betreffende uitgangsvirussen wat betreft
pathogeniteit, gastheerbereik, transmissie en virulentie.

Alles in overweging nemende kan de COGEM instemmen met de door de aanvrager
voorgestelde inschaling op ML-III van de voorgenomen werkzaamheden, met
inachtneming van enkele aanvullende voorschriften. De COGEM is van oordeel dat bij
uitvoering van de voorgenomen werkzaamheden op ML-III, onder navolging van de
voorgestelde voorschriften, de risico’s voor mens en milieu 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 lenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico's
DG Milieu en Internationaal

Met het 0og op eventuele belangenverstrengeling zijn de COGEM leden prof. dr. J.
Kortekaas en dr. ir. G.P. Pijlman niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit
advies.



Inschaling van productie- en infectiewerkzaamheden
met verschillende flavivirus en alphavirus chimeren

COGEM advies CGM/201105-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met verschillende
flavivirus en aphavirus chimeren (IG 20-208). De aanvrager, Wageningen Universiteit, is voornemens
de chimere virussen te produceren in animale cellen, en vervolgens animale cellen te infecteren met
deze chimeren. De chimeren bestaan uit combinaties van het Zika virus (ZIKV) en het Usutu virus
(USUV), het West Nile virus (WNV) en USUV, en het Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV)
en het Chikungunya virus (CHIKV). In het geval van VEEV wordt er gebruik gemaakt van de VEEV
TC-83 wvaccinstam. De aanvrager verzoekt deze werkzaamheden uit te mogen voeren op
inperkingsniveau II1.

2. Flavivirussen — WNV, ZIKV, USUV

Flavivirussen zijn arbovirussen en behoren tot de familie van de Flaviviridae.! Deze virussen kunnen
via muggen (met name Culex spp. of Aedes spp.) en andere bloedzuigende geleedpotigen (o.a. teken)
worden overgedragen. Het genus Flavivirus bevat soorten die ziekte kunnen veroorzaken bij mens of
dier. Binnen het geslacht Flavivirus zijn 53 virussen ondergebracht.! De soorten met de grootste
wereldwijde gezondheidsimplicaties voor de mens zijn WNV, Yellow fever virus (YFV), Japanese
encephalitis virus (JEV), Dengue virus (DENV), ZIKV en Tick-borne encephalitis virus (TBEV).>?
Met uitzondering van TBEV (overgedragen door teken), worden WNV, YFV, JEV, DENV, ZIKV en
USUYV via muggen overgedragen naar de mens.

Infecties met WNV en ZIKYV verlopen veelal asymptomatisch, maar in sommige gevallen kan infectie
resulteren in zeer ernstige gezondheidsproblemen en sterfte. WNYV is een virus dat circuleert in vogels.
Het virus kan echter ook mensen, andere zoogdieren (0.a. paarden), amfibieén en reptielen infecteren.*
ZIKV is oorspronkelijk geisoleerd uit non-humane primaten.” Zowel WNV als ZIKV kunnen soms bij
mensen neurologische problemen veroorzaken, zoals meningitis of encephalitis.*” In zeldzame
gevallen kan een ZIKV-infectie het Guillain Barré Syndroom veroorzaken, een neuromusculaire
verlamming die ontstaat doordat het afweersysteem het zenuwstelsel aanvalt.**'° In het geval van
ZIKV kan infectie gedurende de zwangerschap (met name in het eerste of tweede trimester) voor
ernstige neurologische problemen (onder andere microcefalie) zorgen bij het ongeboren kind.”'

USUV veroorzaakt voornamelijk ziekte en sterfte onder vogels (met name merels, Turdus
merula)."’ Indien mensen met een onderliggend ziektebeeld geinfecteerd worden, kunnen in zeldzame
gevallen neurologische aandoeningen ontstaan. '

Directe transmissie van mens naar mens (zonder tussenkomst van muggen) is zeldzaam, maar voor

sommige flavivirussen wel gerapporteerd bij bijvoorbeeld orgaantransplantatie of bloedtransfusie.
WNV kan in zeldzame gevallen tussen mensen overgedragen worden via moedermelk of
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transplacentaal (van moeder naar kind). Ook is transmissie naar laboratoriummedewerkers
gerapporteerd.'? Voor ZIKV kan overdracht van moeder op kind optreden tijdens de zwangerschap of

rondom de bevalling. Daarnaast is ZIKV ook als enige flavivirus seksueel overdraagbaar.'*'3

Flavivirussen hebben een positief enkelstrengs RNA genoom van circa 11 kb, en zijn omhuld door een
membraan.'®'” Het RNA codeert voor één enkel polyproteine,'® dat aan weerszijden wordt geflankeerd
door een ‘untranslated region’ (UTR). Door splitsing van het polyproteine worden drie structurele
eiwitten (C, (pr)M en E) en zeven niet-structurele eiwitten (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B en
NS5) gevormd.*'” Het nucleocapside (C) omhult het RNA. De structurele eiwitten (pr)M en E zijn
oppervlakte-eiwitten, die betrokken zijn bij de binding van het virus aan de cellulaire receptor, de fusie
van het virale membraan (de ‘envelop’) met het membraan van de gastheercel, en de immuniteit tegen
het virus."” De NS-eiwitten hebben verschillende functies en zijn onder andere betrokken bij RNA
replicatie en de verwerking van het polyproteine.”’ De assemblage van nieuwe virusdeeltjes vindt
plaats in het endoplasmatisch reticulum (ER) van de gastheercel, waarbij budding via het ER-

membraan optreedt.”’

3. Alphavirussen — CHIKV, VEEV
Alphavirussen behoren tot de familie Togaviridae,
vogels, zoogdieren en insecten.”* Eender aan flavivirussen kunnen ook alphavirussen verspreid worden
via insecten (met name muggen uit de genera Aedes of Culex).”** Het genus Alphavirus kent 31
species,' waaronder verscheidene soorten die gezondheidsimplicaties hebben voor mens en/of dier,
zoals CHIKV, Ross River virus (RRV), Sindbis virus (SINV) en VEEV.*

2223 en hebben een breed gastheerbereik, waaronder

CHIKYV veroorzaakt bij de mens een ernstige ziekte (chikungunya) die niet levensbedreigend is.
Symptomen zijn onder meer hoge koorts, ernstige gewrichtspijn, huiduitslag en ooginfecties.”*?’
Infectie is vaak zelflimiterend, maar sommige pati€nten kunnen maanden of zelfs jaren last
ondervinden van hun gewrichten.*

VEEV kan een milde tot ernstige ziekte veroorzaken in paarden, vari€rend van koorts tot ernstige
encefalitis. VEEV kan ook ziekte veroorzaken bij de mens. Bij volwassenen leidt een infectie
doorgaans tot ziekteverschijnselen als koorts, hoofdpijn, spierpijn en keelontsteking. In jonge kinderen

kan een infectie leiden tot hersenontsteking (encefalitis),***

met soms blijvende neurologische
problemen. Bij zwangere vrouwen kan een infectie leiden tot foetale afwijkingen en miskramen.”® Van
VEEV is een levend verzwakt vaccin ontwikkeld: TC-83. Hier wordt in paragraaf 3.1 verder op
ingegaan.

Bij VEEV zijn er gevallen beschreven waarbij onder laboratoriumomstandigheden aérogene
verspreiding heeft plaatsgevonden.”® Het is onduidelijk in hoeverre aérogene verspreiding onder
natuurlijke omstandigheden een rol speelt. Bij werkzaamheden met grote hoeveelheden van CHIKV
(grootschalige productie, celkweek) kan aerogene transmissie niet worden uitgesloten.®' Er is

verschillende malen melding gemaakt van laboratoriuminfecties veroorzaakt door CHIKV.*
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Alphavirusdeeltjes hebben een diameter van ongeveer 70 nm en bevatten een positief enkelstrengs
RNA genoom van 9,7 tot 11,8 kb.** De niet-structurele eiwitten (nsP1 — nsP4) worden gecodeerd door
genen in de 5’ regio van het genoom en zijn betrokken bij de replicatie van het virale RNA.* In de 3
regio liggen de genen die coderen voor de structurele eiwitten (C, E1 en E2).** Het RNA wordt
omgeven door een eiwitmantel, gevormd door het capside eiwit (C). Om de eiwitmantel bevindt zich
een lipidenmembraan waarin zich de glycoproteinen (E1 en E2) bevinden die betrokken zijn bij de
aanhechting en infectie van de gastheercel. De glycoproteinen zijn daarmee direct van invloed op het
gastheerbereik.”

3.1 Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) vaccinstam TC-83

Er is op dit moment één levend verzwakt VEEV vaccin beschikbaar, genaamd TC-83, dat
toegelaten is als veterinair vaccin door de Amerikaanse ‘Food and Drug Administration’ (FDA).**
Deze vaccinstam wordt ook onder een ‘Investigational New Drug protocol’ van de FDA
toegediend aan laboratorium- en veldmedewerkers die het risico lopen om geinfecteerd te worden
met een virulente stam van VEEV.%

Het vaccin is geproduceerd door de virulente stam Trinidad donkey 83 keer te passeren in
hartcellen van cavia’s. Het geattenueerde virus is op 11 plaatsen gemuteerd in het virale
genoom.’**” De verzwakking van het gemuteerde virus berust op 2 van deze 11 mutaties, namelijk
nucleotide positie 3 in de 5’ non-coding regio en de mutatie van een nucleotide dat resulteert in de
verandering van het aminozuur threonine naar arginine op positie 120, gelegen in structureel eiwit
E2.%3* Reversie naar wildtype VEEV is niet uitgesloten. **

4. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager is voornemens tien verschillende chimere virussen te produceren, waarbij combinaties
gemaakt zullen worden tussen USUV en ZIKV (zes chimeren), USUV en WNV (drie chimeren), en
één chimeer van VEEV TC-83 met CHIKV. Het betreft de onderlinge uitwisseling van niet-structurele
en structurele genen tussen steeds twee virussen, in wisselende combinaties.

Voor de flavivirus-chimeren (USUV/ZIKV en USUV/WNV) wordt gebruik gemaakt van de CPER
methode, waarbij het virale genoom samengesteld wordt uit verschillende PCR-producten door
overlappende fragmenten te fuseren. Dit leidt tot een circulair DNA-molecuul (plasmide), dat naar
cellen wordt getransfecteerd, waarna het virale RNA vanaf een promoter op het DNA-product tot
expressie wordt gebracht en de chimere virussen geproduceerd worden.

De alphavirus-chimeer wordt vervaardigd door de structurele genen van CHIKV in de ‘multiple
cloning site’ van een VEEV TC-83 replicon te kloneren. Deze chimeer bevat daardoor de structurele
genen, de 26S promoter en de 5° en 3° UTR-sequenties van VEEV TC-83 en de structurele genen van
CHIKYV. De flavivirus-chimeren zullen worden gebruikt om het effect van de verschillende genen op
de infectiositeit van de virussen te testen. De alphavirus-chimeer zal fungeren als positieve controle
voor experimenten waarin recombinatie-evenementen tussen VEEV repliconvectoren en wildtype
alphavirussen bestudeerd worden.
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De aanvrager verzoekt om de productie van deze chimere virussen en de infectie van animale cellen
met deze virussen uit te voeren op ML-III inperkingsniveau met inbegrip van aanvullende
voorschriften:
- Open handelingen vinden plaats in een veiligheidskabinet klasse II;
- Het gebruik van 'sharps' moet tot een minimum worden beperkt;
- Medewerkers die zwanger zijn, zijn uitgesloten van deelname aan werkzaamheden met
chimeren die een ZIKV component bevatten.

5. Eerder COGEM advies

De COGEM heeft de flavivirussen WNV* en ZIKV*' ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3. USUV is in
2018 door de COGEM ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2.** Uit het genus Alphavirus heeft zij
CHIKYV ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3, en VEEV TC-83 ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2.

6. Overweging en advies

De aanvrager is voornemens tien verschillende flavivirus- en alphavirus-chimeren te produceren (zes
USUV/ZIKV combinaties, drie USUV/WNYV combinaties, en één VEEV TC-83/CHIKV-chimeer), en
hiermee verschillende animale cellen te infecteren. De COGEM is gevraagd te adviseren over de
inschaling van deze productie- en infectiewerkzaamheden. De aanvrager geeft aan dat de virale
donorsequenties in combinatie met de te gebruiken virale vectoren zullen leiden tot de productie van
chimere virus. In alle gevallen gaat het om chimeren afgeleid van een klasse 2 en een klasse 3
pathogeen.

Voor elk type chimeer heeft de aanvrager een risicobeoordeling aangeleverd. De aanvrager geeft
daarbij aan dat verwacht wordt dat het tropisme en gastheerbereik, en de transmissie van de
USUV/ZIKV en de USUV/WNYV chimeren vergelijkbaar zullen zijn aan de wildtype virussen waaruit
de chimeren zijn samengesteld. De aanvrager verwacht dat de pathogeniteit en virulentie van de
USUV/ZIKV chimeren gelijk of minder zullen zijn dan die van wildtype ZIKV. Eveneens verwacht de
aanvrager dat de chimere USUV/WNYV virussen gelijk of minder pathogeen en virulent zullen zijn dan
wildtype WNV. Voor de VEEV/CHIKV chimeer stelt de aanvrager dat het tropisme niet veranderd is
in vergelijking met wildtype CHIKV. De chimeer kan zoogdieren en muggen infecteren, en zal
kunnen worden verspreid door muggen die voeden op mensen en andere zoogdieren. Volgens de
aanvrager is de chimeer verzwakt in celkweek en in muizen ten opzichte van wildtype CHIKV en
VEEV TC-83, en worden er minder hoge virustiters geproduceerd in celkweek. De aanvrager levert

wetenschappelijke literatuur om dit te ondersteunen.*>*6

Er zullen chimeren worden gemaakt die combinaties bevatten van een klasse 2 met een klasse 3
pathogeen. De COGEM is van oordeel dat de te produceren chimeren niet meer pathogeen of virulent
zullen zijn dan de betreffende oudervirussen. Het is daarnaast aannemelijk dat uitwisseling van de
genen tussen de virussen zal leiden tot attenuatie van de betreffende chimeren. Echter aangezien dit
niet met experimentele gegevens onderbouwd kan worden, gaat de COGEM in haar overwegingen
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ervan uit dat de betreffende chimeren gelijk zijn aan de betreffende uitgangsvirussen op het gebied van
pathogeniteit, gastheerbereik, transmissie en virulentie..

Alles in overweging nemende, stemt de COGEM in met de door de aanvrager voorgestelde inschaling
van de werkzaamheden op ML-III en de door de aanvrager voorgestelde aanvullende voorschriften:
- Open handelingen vinden plaats in een veiligheidskabinet klasse II;
- Het gebruik van 'sharps' moet tot een minimum worden beperkt;
- Medewerkers die zwanger zijn, zijn uitgesloten van deelname aan werkzaamheden met
chimeren die een ZIKV component bevatten.

De COGEM is van oordeel dat bij uitvoering van de voorgenomen werkzaamheden op inperkings-
niveau ML-III, onder navolging van de voorgestelde voorschriften, de risico’s voor mens en milieu
verwaarloosbaar klein zijn.
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