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Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende de vergunningaanvraag IM-MV 20-015_000
getiteld ‘Clinical Study to Evaluate the Safety, Reactogenicity, Immunogenicity and Efficacy
of an Ad26 and/or MVA-BN clinical vector for the prevention or treatment of infectious
diseases’ van het Academisch Medisch Centrum te Amsterdam, deelt de COGEM u het

volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over een brede vergunningaanvraag voor klinische
studies waarbij gebruik gemaakt wordt van vectoren afgeleid van Human adenovirus 26
(HAdV26) en de Modified Vaccinia virus Ankara stam Bavarian Nordic (MVA-BN) als
potentieel vaccin tegen verschillende infectieziekten. De transgenen die in deze vectoren
worden opgenomen, zijn vooraf niet gespecificeerd, maar dienen aan bepaalde eisen te
voldoen. Onder andere transgenen die coderen voor schadelijke genproducten of
genproducten die bijdragen aan herstel van geattenueerde eigenschappen of de replicatie-
incompetente eigenschap van de vector complementeren, worden niet gebruikt.
Gelijktijdig met het onderhavige advies brengt de COGEM twee adviezen uit met
generieke milieurisicobeoordelingen voor klinische toepassingen met AdV- en MVA-
vectoren.

De COGEM is van oordeel dat de onderhavige brede aanvraag voor klinische studies met
HAdV26- en MVA-BN-vectoren onder de reikwijdte van de genericke milieurisico-
beoordelingen van klinische studies met AdV- en MVA-vectoren valt. Voor de MVA-
BN-vectoren is het daarbij noodzakelijk dat de aanvrager bevestigt dat de te gebruiken
vectoren alleen beoogde en gewenste sequenties bevat met behulp van een volledige
sequentieanalyse. Onder dit voorbehoud, is de COGEM van oordeel dat de risico’s voor
mens en milieu van de voorgenomen klinische studies met HAdV26- en MVA-BN-
vectoren 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 IlenW, Directie Omgevingsveiligheid en Milieurisico's
DG Milieu en Internationaal
- Dr. N. Smit, Loket Gentherapie
- Dr. R.J. Vanmolkot, Centrale Commissie Mensgebonden Onderzoek
- Drs. K.E. Kok, Ministerie van VWS

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM lid prof. dr. R.C. Hoeben
niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies



Brede vergunningaanvraag voor klinische studies met
adenovirale en MV A-vectoren

COGEM advies CGM/210324-03

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over een brede vergunningaanvraag van het Academisch Medisch
Centrum te Amsterdam (IM-MV 20-015). Onder deze aanvraag vallen klinische studies waarbij gebruik
gemaakt wordt van vectoren afgeleid van Human adenovirus 26 (HAdV26) en de Modified Vaccinia
virus Ankara stam Bavarian Nordic (MVA-BN) die toegediend zullen worden als potentieel vaccin
tegen verschillende infectieziekten. In deze vectoren worden één of meer transgenen opgenomen die
atkomstig zijn van pathogenen. Deze transgenen zijn vooraf niet gespecificeerd, maar worden volgens
de aanvrager alleen geincludeerd wanneer zij géén sequenties bevatten die: de replicatie-incompetent
eigenschap van de vector in humane cellen beinvloeden; het gastheerbereik en/of tropisme van de vector
veranderen; de pathogeniteit of virulentie van de vector verhogen; de kans op verspreiding doen
toenemen, coderen voor een toxisch of oncogeen eiwit; antibioticum resistentie induceren; of bijdragen
aan allergische reacties tegen voedsel of standaard medicatie. De HAdV26- en MVA-BN-vectoren
kunnen apart toegediend worden, of sequentieel in een zogenaamde ‘prime-boost’ vaccinatiestrategie.

2. HAdV-26 en MVA-BN

HAdV-26 behoort tot de soort Human Mastadenovirus D, genus Mastadenovirus en de familie
Adenoviridae.' Adenovirussen hebben een lineair dubbelstrengs DNA genoom dat omgeven is door een
eiwitmantel. Replicatie en assemblage van deze virussen vindt plaats in de celkern van de gastheercel.’
HAdV-26 kan bij zijn natuurlijke gastheer (de mens), gastro-intestinale infecties en conjunctivitis
veroorzaken, maar het virus is ook uit asymptomatische individuen geisoleerd.** Na het doormaken van
een infectie, kunnen adenovirussen in de vorm van inert DNA episomaal en latent in weefsels aanwezig
blijven.>’

MVA is een verzwakte variant van het Chorioallantois vaccinia virus Ankara (CVA), een
pokkenvirus uit de species Vaccinia virus, genus Orthopoxvirus, familie Poxviridae. MVA is
ontwikkeld door CVA te cultiveren op kippenembryofibroblast (CEF) cellen. Na ongeveer 570 passages
zijn aanpassingen van het genoom opgetreden, die gepaard gaan met fenotypische veranderingen, en is
de aangepaste en zeer verzwakte vorm van CVA hernoemd tot MVA.® MVA is veilig gebleken voor
(immuungecompromitteerde) dieren.”*® Tevens is MVA in meer dan 120.000 personen als vaccin tegen
pokken toegediend, waaronder kinderen, ouderen en personen met huidziekten, zonder ernstige
bijwerkingen.'®!"" Ook is MVA veilig gebleken bij toepassing in HIV-geinfecteerde personen en
kankerpatiénten.'>'*'*!> MVA-BN is gecreéerd door additionele passages in CEF cellen, en is in 2013
toegelaten op de Europese markt onder de naam IMVANEX® als vaccin tegen ‘smallpox’ (pokken
veroorzaakt door het - inmiddels uitgeroeide - Variola virus)."® Pokkenvirussen repliceren in het
cytoplasma van de gastheercel. Door deleties in het genoom van MVA is dit virus niet meer in staat om
productief te repliceren in de meeste zoogdiercellen, waaronder humane cellen.'”'® De blokkade in de
replicatiecyclus vindt plaats in een laat stadium van de replicatiecyclus,'® waardoor nog wel virale
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genen, én eventueel aanwezige recombinante genen, tot expressie gebracht kunnen worden in humane
cellen. De uiteindelijke assemblage van nieuwe virusdeeltjes is in deze cellen geblokkeerd.'”?°

3. Eigenschappen van de te gebruiken vectoren

3.1 HAdV?26-vectoren
De aanvrager is voornemens gebruik te maken van een replicatie-deficiénte AE1AE3-HAdV26 vector.
Deze vector is replicatie-deficiént door de deletie die aangebracht is in de El-regio van het HAdV26
vectorgenoom, dat ertoe leidt dat het virale genoom niet gerepliceerd kan worden. Daarnaast is een
gedeeltelijke deletie in de E3-regio aangebracht, dat tot verdere attenuatie van de vector leidt.>! Ook is
in de AE1IAE3-HAdV26 vector de sequentie van E4-ORF6 uitgewisseld met die van Human adenovirus
type 5 (HAdAVS). Op de positie van de E1-deletie wordt een transgene expressie-cassette ingebouwd.
Er worden twee methoden gebruikt om de AE1AE3-HAdV26 vectoren te produceren. Voor de eerste
methode wordt gebruik gemaakt van een 2-plasmide systeem, waarbij co-transfectie plaatsvindt van een
gelinealiseerd plasmide dat de expressiecassette met het transgen bevat, en een gelineariseerd plasmide
met het gemodificeerde AE1AE3-HAdV26 genoom in PER.C6 of PER.C6 TetR cellen. Door homologe
recombinatie tussen deze plasmiden wordt de klinische HAdV26-vector geproduceerd. Bij de tweede
methode wordt gebruik gemaakt van een enkel genoomplasmide waarop de gehele sequentie van de
AE1AE3-HAdV26 vector, inclusief de expressiecassette met het transgen, aanwezig is. Deze plasmide
wordt eveneens gelineariseerd en getransfecteerd in PER.C6 of PER.C6 TetR cellen, waarna de
klinische vector geproduceerd kan worden. Een gedetailleerde beschrijving van de te gebruiken
plasmiden voor het 2- en 1-plasmide productiesysteem, de klinische vector en de te gebruiken PER.C6
(TetR) cellijn is aan de COGEM beschikbaar gesteld als bedrijfsvertrouwelijke informatie en zal hier
daarom niet verder toegelicht worden.

De expressiecassette bevat een humane CMV promoter (met of zonder TetO), het transgen, en een
simian virus 40 (SV40) polyadenylering signaal. Volgens de aanvrager kunnen de transgenen
modificaties bevatten om het transgen te stabiliseren, de codons te optimaliseren, of om het transgene
product van schadelijke eigenschappen te ontdoen.

In het gebruikte productiesysteem zit geen overlap tussen vectorsequenties en de adenovirale sequenties
in de PER.C6 productiecellijn door gebruik van andere promotoren en poly-A-signalen voor de transgen
expressiecassette en de E1 regio (afkomstig van HAdVS) in de cellijn. De Master Viral Seed (MVS) en
de uiteindelijke klinische vector (Drug Substance (DS)) worden onder andere getest op afwezigheid
replicatiecompetent adenovirus (RCA) met behulp van een ‘infectivity assay’ op A549 cellen met een
acceptatiecriterium van <1 RCA per 3x10'° “viral particles’ (VP).

3.2 MV A-vectoren

Voor de productie van de MVA-vectoren worden kippenembryofibroblast (CEF) cellen eerst
geinfecteerd met MVA-BN en vervolgens getransfecteerd met recombinatieplasmiden die gericht zijn
op specifieke regio’s (IGR 148/149 en IGR 88/89) in het MVA-BN genoom. Door homologe
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recombinatie worden de transgene sequenties in de recombinatieplasmiden op de geselecteerde plaats
in het MVA-BN genoom geinsereerd. De recombinante MV A-BN virussen die hierbij ontstaan, bevatten
dan nog een selectiecassette, die in een volgende recombinatiestap verwijderd wordt uit de vector.
Hierop wordt gecontroleerd met behulp van een ‘nested’ PCR. Voor de productie van de verschillende
MVA-BN-vectoren wordt gebruik gemaakt van verschillende recombinatieplasmiden die onderling
kunnen verschillen voor wat betreft de te gebruiken pokkenviruspromotor, selectiecassette, en
sequenties om de selectiecassette weer te verwijderen uit de vector. Een beschrijving van deze elementen
is aan de COGEM beschikbaar gesteld als bedrijfsvertrouwelijke informatie en zal hier daarom niet
verder toegelicht worden. De te gebruiken transgenen kunnen volgens de aanvrager modificaties
bevatten om het transgen te stabiliseren, de codons te optimaliseren, of om het transgene product van
schadelijke eigenschappen te ontdoen.

4. Eerdere COGEM adviezen
De COGEM heeft alle adenovirussen waarover zij tot nu toe advies heeft uitgebracht, ingedeeld in
pathogeniteitsklasse 2.*> De COGEM heeft MVA in 2003 als apathogeen in pathogeniteitsklasse 1

ingedeeld, omdat het virus onschadelijk is gebleken bij toepassing in mens en dier.?***

De COGEM heeft meerdere keren geadviseerd over klinische studies met replicatie-deficiénte
adenovirussen.”>*"2® Ook heeft zij verscheidene keren positief geadviseerd over klinische studies met
MV A-vectoren,?*-30-31:32.33

Onder een versnelde beoordelingsprocedure heeft de European Medicines Agency (EMA) het op
AdV gebaseerde Ebola vaccin Ad26.ZEBOV>** en het op MVA gebaseerde Ebola vaccin MVA-BN-
Filo® in juli 2020 tot de Europese markt toegelaten. De COGEM heeft over deze markttoelatingen in
2019 (vertrouwelijke)* positieve adviezen uitgebracht.’®*’ Daarnaast heeft de COGEM in 2020
geadviseerd over een vaccinstudie met het op AdV gebaseerd vaccin Ad26COVSI1, die viel onder de
spoedregeling met een verkorte vergunningsprocedure voor gentherapie gericht op de bestrijding van
COVID-19.* In twee (vertrouwelijke)* adviezen heeft de COGEM begin 2021 geoordeeld dat de
milieurisico’s van de markttoelating van twee vaccins tegen SARS-CoV-2, van AstraZeneca en van

Janssen-Cilag, verwaarloosbaar klein zijn.***

Gelijktijdig met de onderhavige aanvraag brengt de COGEM twee adviezen uit over de generieke
milieurisicobeoordeling voor klinische toepassingen met adenovirale*' en MV A-vectoren.* met als doel
de vergunningverleningsprocedure voor dit soort studies te vereenvoudigen. De COGEM is van oordeel
dat de risico’s voor mens en milieu bij klinische studies met AdV- of MV A-vectoren verwaarloosbaar
klein zijn, mits aan een aantal randvoorwaarden wordt voldaan. Zij adviseert bij deze studies de
volgende randvoorwaarden in acht te nemen:

®

Het betreft hier een advies over een vergunningaanvraag voor markttoelating van een medische toepassing in de EU.
Dergelijke dossiers en vergunningaanvragen worden in zijn geheel als vertrouwelijk verklaard door de European
Medicines Agency (EMA). Conform de EMA richtlijnen mogen COGEM adviezen niet gepubliceerd of op een andere
wijze openbaar gemaakt worden.
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Voor klinische studies met AdV-vectoren:

- De identiteit van het uiteindelijke klinische product is vastgesteld en er is vastgesteld dat de
sequentie van het vectorgenoom overeenkomt met de beoogde sequentie. Eventuele afwijkingen
in de sequentie mogen niet van invloed zijn op de uitkomst van de milieurisicobeoordeling;

- Het gebruikte transgen codeert niet voor een genproduct dat bijdraagt aan herstel van de
geattenueerde eigenschappen of de replicatie-deficiénte eigenschap van de vector
complementeert;

- Het uiteindelijke klinische product bevat geen RCA. Indien de vorming van RCA tijdens de
productie van een AdV-vector niet uitgesloten kan worden vanwege sequentie-overlap tussen de
AdV-vector en de gebruikte productiecellijn, dient de aanwezigheid van RCA in de klinische
batch uitgesloten te worden door gebruik te maken van een gevalideerde RCA-test.

Voor klinische studies met MV A-vectoren:

- De MVA-vector is afgeleid van een zuivere MVA kloon die niet in staat is tot productieve
replicatie in humane cellen en de meeste zoogdiercellen;

- De MVA-vector is volledig gesequenced en geanalyseerd ter bevestiging dat de sequentie van de
vector overeenkomt met de beoogde sequentie;

- Het gebruikte transgen codeert niet voor een genproduct dat bijdraagt aan herstel van
geattenueerde eigenschappen of de replicatie-incompetente eigenschap van de vector
complementeert.

5. Voorgenomen vaccinstudies

De klinische vectoren zullen intramusculair toegediend worden in de regio van de deltoideus spier in de
bovenarm of in de anterolaterale spier van het bovenbeen. De maximale dosering bedraagt 1x10'? VP
per ml voor HAdV26-vectoren, en 1x10° ‘Infectious Units’ per ml voor MVA-BN-vectoren. Er wordt
maximaal 1ml toegediend. Wanneer de vaccins sequentieel worden toegediend, wordt een periode van
minimaal 14 dagen aangehouden tussen de initi€le vaccinatie en de booster. Op basis van biodistributie-
data wordt er geen interactie verwacht tussen de vectoren. De vaccins kunnen gebruikt worden in
combinatie met een adjuvans of andere niet-gg componenten, die vooraf worden onderzocht op
mogelijke interferentie met de gg-vectoren en die geen invloed mogen hebben op de uitscheiding en het
milieurisico van de vectoren. Er worden geen exclusiecriteria gehanteerd voor deze klinische studies.

6. Overweging

Gelijktijdig met onderhavige aanvraag heeft de COGEM twee adviezen uitgebracht over een generieke
milieurisicobeoordeling voor klinische toepassingen met AdV- en MV A-vectoren.*** Klinische studies
met AdV- of MV A-vectoren die voldoen aan de in het advies opgestelde randvoorwaarden, hoeven niet
meer aan de COGEM voor advies te worden voorgelegd.

De COGEM is van oordeel dat de onderhavige brede aanvraag voor klinische studies met HAdV26
en MVA-BN vectoren onder de reikwijdte van de generieke milieurisicobeoordelingen van klinische
studies met AdV- en MV A-vectoren valt. Hieronder licht de COGEM toe of beide vectoren aan de
criteria van de generieke milieurisicobeoordeling voldoen.
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6.1 HAdV26-vectoren

Gedurende de productie en voorafgaand aan de klinische toepassingen wordt een volledige sequentie-
analyse uitgevoerd op de plasmiden en de preMVS. De verkregen sequenties worden vergeleken met de
referentiesequentie en hier zijn afwijkingen niet toegestaan. Voor de MVS worden eventuele mutaties
geévalueerd op basis van de locatie in het genoom. Mutaties die invloed hebben op de expressie of
translatie van het transgen, of op andere eigenschappen van de replicatie-deficiénte HAdV26-vector,
worden niet toegestaan.

De aanvrager stelt dat er onder andere geen transgenen worden gebruikt die de replicatie-incompetent
eigenschap van de vector in humane cellen beinvloeden; het gastheerbereik en/of tropisme van de vector
veranderen; de pathogeniteit of virulentie van de vector verhogen; of de kans op verspreiding doen
toenemen.

Onderdeel van de ‘release acceptance criteria’ tijdens de productie is het uitvoeren van een RCA test.
Vervolgstappen met het product vinden alleen doorgang wanneer er geen RCA is gedetecteerd, i.e., bij
<1 RCA/3x10" VP.

6.2 MV A-BN-vectoren

Voor deze klinische studies zal gebruik gemaakt worden van de MVA-BN stam. Van deze stam is uit
onderzoek naar (fenotypische) heterogeniteit gebleken dat MVA-BN niet kan repliceren in humane
cellijnen en een homogene en stabiele MVA stam is.*>** Daarnaast wordt als onderdeel van de ‘release
acceptance criteria’ de mogelijkheid tot productieve replicatie van de MV A-BN-vector vergeleken met
de MVA-BN ouderstam en een replicatie-competente MV A stam (als positieve controle) in relevante
humane cellijnen en CEF cellen. Zowel MVA-BN als de MVA-BN vector dienen productief te
repliceren in CEF cellen, maar niet in humane cellen (output/input ratio <1).

De aanvrager stelt dat er onder andere geen transgenen worden gebruikt die de replicatie-
incompetent eigenschap van de vector in humane cellen beinvloeden; het gastheerbereik en/of tropisme
van de vector veranderen; de pathogeniteit of virulentie van de vector verhogen; of de kans op
verspreiding doen toenemen.

Als onderdeel van de ‘release acceptance criteria’ tijdens de productie worden tevens met behulp van
PCR (al dan niet gecombineerd met sequentieanalyse) verschillende controles uitgevoerd ter bevestiging
van de afwezigheid van de selectiecassette, aanwezigheid en identiteit van het transgen (en juiste aantal
kopie€n), de expressie van het transgen en de genetische stabiliteit. De COGEM merkt op dat er geen
volledige sequentiecanalyse van het MVA-BN-vectorgenoom plaatsvindt, zoals in de generieke
milieurisicobeoordeling als randvoorwaarde aangegeven is.

7. Conclusie en advies

De COGEM is van oordeel dat de te gebruiken HAdV26-vectoren in de voorliggende brede aanvraag
voldoen aan de criteria van de generieke milieurisicobeoordeling en de risico’s voor mens en milieu bij
gebruik van deze vectoren verwaarloosbaar klein zijn. Voor de MV A-BN-vectoren acht de COGEM het
noodzakelijk dat de aanvrager bevestigt dat de vectoren gesequenced zullen worden ter bevestiging dat
ze alleen de beoogde en gewenste sequenties bevatten. Onder dit voorbehoud, is de COGEM van oordeel
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dat de risico’s voor mens en milieu van MVA-BN-vectoren in de voorliggende aanvraag eveneens
verwaarloosbaar klein zijn.

Samenvattend is de COGEM van oordeel dat de vergunningaanvraag onder de reikwijdte valt van de
door de haar opgestelde generieke milieurisicobeoordelingen voor klinische studies met respectievelijk
replicatie-deficiénte AdV-vectoren en MV A-vectoren (met het bovengenoemde voorbehoud) en dat
derhalve de milieurisico’s verwaarloosbaar klein zijn.
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