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Geachte heer Jansen,
Naar aanleiding van een vergunningaanvraag over het dossier (IG 25-005_2.8-000) getiteld

‘Production of modified Vesicular Stomatitis Virus’, ingediend door Batavia Biosciences B.V.,
deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch
gemodificeerd (gg) vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV), waarin het oppervlakte-eiwit
van VSIV (VSIV-G) is vervangen door dat van Lassa virus, Marburg virus of Sudan virus
(resulterend in gg-VSIVAG/LASV-GPC, gg-VSIVAG/MARV-GP, en gg-VSIVAG/SUDV-GP).
De gg-virusdeeltjes worden aangeleverd door een derde partij. De aanvrager wil de
werkzaamheden met deze gg-virusdeeltjes uitvoeren op niveau ML-Il, met inbegrip van
enkele aanvullende veiligheidsvoorschriften.

VSIV is een klasse 3 ziekteverwekker die een ziekte bij vee veroorzaakt, met symptomen
die lijken op mond- en klauwzeer. Lassa virus, Marburg virus en Sudan virus veroorzaken
zeer ernstige ziekten bij mensen en zijn geclassificeerd in klasse q. Eerder was al
toestemming verleend voor werkzaamheden met deze gg-VSIV-deeltjes, maar in de
huidige aanvraag is de productiewijze anders, waarbij er VSIV-G-sequenties aanwezig. Er
is een mogelijk risico dat er wildtype VSIV aanwezig is in de aangeleverde gg-deeltjes, wat
beoordeeld moet worden.

De COGEM is van oordeel dat niet uitgesloten kan worden dat tijdens het productieproces
recombinatie en reversie naar wildtype VSIV kan optreden. Maar op basis van de
aangeleverde informatie over het testen hierop, kan echter uitgesloten worden dat er
daadwerkelijk wildtype VSIV aanwezig is in de aangeleverde preparaten. De COGEM stemt
daarom in met de uitvoering van werkzaamheden met gg-VSIVAG/LASV-GPC, gg-
VSIVAG/MARV-GP, gg VSIVAG/SUDV-GP op ML-Il, met inachtneming van enkele
aanvullende voorwaarden.




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
- Drs. Y. de Keulenaar, Hoofd Bureau ggo
- Ministerie van lenW, Directie Omgevingsveiligheid en milieurisico’s, DG Milieu en
Internationaal



Advies Inschaling van werkzaamheden met vesicular stomatitis Indiana
virus met de oppervlakte-eiwit(ten) van Lassa virus, Marburg virus of
Sudan virus

COGEM-advies CGM/250306-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met replicatiecompetent
genetisch gemodificeerd (gg) vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV), waarbij de glycoproteine
volledig is vervangen door de glycoproteine van Lassa virus, Marburg virus of Sudan virus (IG 25-005).
De vergunningaanvraag is afkomstig van Batavia Biosciences B.V. te Leiden. De gg-VSIV-deeltjes zijn
eerder vergund, maar zijn voor deze aanvraag op een andere manier vervaardigd dan destijds. De
aanvrager zal de werkzaamheden uitvoeren voor een derde partij, die de gg-VSIV-virussen zal
gebruiken in preklinische studies of vaccinatiestudies bij de mens, gericht tegen de eerdergenoemde
virussen. De aanvrager verzoekt de infectie- en productiewerkzaamheden met chimere virusdeeltjes
uit te voeren op ML-II, met inbegrip van enkele aanvullende voorschriften. De COGEM is gevraagd of
zij kan instemmen met dit verzoek.

2. Vier verschillende virussen gebruikt voor vervaardiging van gg-virusdeeltjes

De aanvrager is voornemens om drie verschillende soorten gg-VSIV-deeltjes te maken, waarin het
G-eiwit vervangen is door de glycoproteine van Lassa virus (LASV, species Mammarenavirus lassaense),
Marburg virus (MARV, species Orthomarburgvirus marburgense), of Sudan virus (SUDV, species
Orthoebolavirus sudanense). Het vesicular stomatitis Indiana virus (Vesiculovirus indiana, VSIV, ook wel VSV
genoemd) behoort binnen de familie van de Rhabdoviridae tot het genus Vesiculovirus." LASV behoort
binnen de familie van de Arenaviridae tot het genus Mammarenavirus.' Sudan virus behoort tot het genus
Orthoebolavirus, Marburg virus tot het genus Orthomarburgvirus. Beide genera behoren tot de familie
Filoviridae."

2.1 Achtergrondinformatie over Vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV)

Vesiculaire stomatitis virussen veroorzaken vesiculaire stomatitis in verschillende soorten hoefdieren.
Deze ziekte is besmettelijk, wordt gekenmerkt door blaasjes op de tong, het tandvlees, de uiers en de
hoeven van de dieren, en lijkt sterk op mond-en-klauwzeer.>3 VSIV heeft als primaire gastheren
runderen, varkens en paarden, maar ook knaagdieren kunnen geinfecteerd worden.45 Het virus is
enzodtisch in de Verenigde Staten, Midden-Amerika en een deel van Zuid-Amerika.3% Een uitbraak van
VSIV kan tot grote economische schade leiden. Het virus wordt overgedragen door insecten, via direct
contact met wondjes op de huid van besmette dieren, of via inhalatie van virus bevattende
aerosolen.>37

VSIV kan ook mensen infecteren. Infectie vindt vaak plaats via blootstelling aan geinfecteerde dieren.®

Ook is infectie door blootstelling aan het virus in het laboratorium beschreven.24 Infecties in de mens
verlopen meestal zonder klinische verschijnselen, hoewel sommigen griepachtige symptomen
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ontwikkelen.4 In zeer uitzonderlijke gevallen kan encefalitis optreden na infectie met VSIV.?
Verspreiding tussen mensen onderling is niet gerapporteerd.™

VSIV heeft een niet-gesegmenteerd negatief enkelstrengs RNA-genoom. Het genoom codeert voor vijf
eiwitten: de nucleoproteine (N), de phosphoproteine (P), de ‘large’-proteine (L), de matrixproteine (M)
en de glycoproteine (G). De N-, L- en P-eiwitten vormen een RNA-afhankelijk RNA-polymerase-
complex dat verantwoordelijk is voor zowel virale transcriptie als replicatie. Het M-eiwit speelt een
belangrijke rol in de vorming van het virusdeeltje, remming van de genexpressie van de gastheer, virus
‘budding’ en apoptose (geprogrammeerde celdood).2™2 De virusdeeltjes worden omhuld door een
membraan waarin de glycoproteine (VSIV-G) verankerd zit.>'3 Het VSIV-G eiwit kan binden aan de ‘low
densitiy lipoprotein’ receptor,' die op veel soorten cellen aanwezig is. VSIV heeft hierdoor een breed
celtropisme.’> Het VSIV-G eiwit wordt mede om die reden veel gebruikt om onder andere
therapeutische lentivirussen te pseudotyperen.’

2.2 Achtergrondinformatie over Lassa virus

Het Lassa virus (LASV) veroorzaakt bij de mens een zeer ernstig ziektebeeld (Lassakoorts) dat in
aanvang gekenmerkt wordt door (buik)griepachtige verschijnselen, en vervolgens kan leiden tot
hemorragische koorts met een fatale afloop. De natuurlijke gastheren van LASV zijn bepaalde
knaagdieren (Mastomys spp.), die in West-Afrika voorkomen."

LASV heeft een negatief enkelstrengs gesegmenteerd RNA-genoom. Het virusdeeltje wordt omhuld
door een membraan. Het genoom codeert voor vier eiwitten en bestaat uit twee segmenten: large (L)
en small (S). Het L-RNA codeert voor de membraanproteine (Z) en de virale polymerase (L). Het S-RNA
codeert voor de precursor-glycoproteine (GPC) en de nucleoproteine (NP). De GPC is een trimeer dat
na translatie wordt gekliefd in drie subunits: het ‘stable signal peptide’ (SSP), en de glycoproteinen 1
(GP1) en 2 (GP2)."®9 Het SSP is een transmembraansignaalpeptide dat essentieel is bij infectie van de
gastheercel. Het GP1-eiwit bindt aan de celreceptor en bepaalt daarmee het tropisme van het virus.
Het GP2-eiwit is betrokken bij de fusie van het virusdeeltje met de celmembraan. LASV kent een breed
celtropisme, waarbij het alpha-dystroglycaan (x-DG) gezien wordt als de belangrijkste celreceptor.2>

2.3 Achtergrondinformatie over Ebola en Marburg virus

Orthoebolavirus en Orthomarburgvirus zijn twee genera die behoren tot de familie Filoviridae.
Ebolavirussen zijn onderverdeeld in zes soorten: Bombali virus (species Orthoebolavirus bombaliense),
Reston virus (species Orthoebolavirus restonense), Bundibugyo virus (species Orthoebolavirus
bundibugyoense), Sudan virus (SUDV, species Orthoebolavirus sudanense), Tai Forest virus (species Ortho-
ebolavirus taiense) en Ebola virus (EBOV, species Orthoebolavirus zairense).” De laatste vier genoemde
ebolavirussen zijn ziekteverwekkend voor de mens.22 Marburg virus (MARV, species Orthomarburgvirus
marburgense) is de enige soort die behoort tot het genus Orthomarburgvirus.

Al deze virussen zijn endemisch in Centraal-Afrika en veroorzaken een zeer ernstige vorm van

hemorragische koorts bij mensen en niet-menselijke primaten. Hierbij ontstaan interne bloedingen in
het lichaam, die vaak leiden tot de dood.232425 De grootste ebolavirusuitbraak vond plaats in West-
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Afrika in de periode van 2014 tot 2016, waarbij 11.310 mensen overleden.?® De virussen infecteren de
mens en niet-menselijke primaten, maar ook vleermuizen en antilopen, en verspreiden zich via direct
contact met geinfecteerd bloed, andere lichaamsvloeistoffen of weefsel (bijv. vieesconsumptie van
besmette wilde dieren).2?

Marburg-, en ebolavirussen hebben een negatief enkelstrengs RNA-genoom en de virusdeeltjes zijn
omhuld door een lipidenmembraan. Het virale genoom codeert voor zeven eiwitten: nucleoproteine
(NP), RNA-afhankelijk RNA-polymerase factor (VP35), matrixeiwit (VPqo), spike-glycoproteine (GP, ),
transcriptie-activator (VP30), secundair matrixeiwit (VP24) en RNA-afhankelijke RNA-polymerase (L).2
De NP-, L- en VP-eiwitten spelen een rol bij de transcriptie en replicatie van het genoom. VPgqo en VP24
spelen daarnaast nog een rol in de samenstelling van het virusdeeltje. Het GP-eiwit bevindt zich in het
lipidenmembraan aan het virusoppervlak en gaat een interactie aan met de gastheercelreceptor, om
zo de gastheercel te infecteren.?®

3. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager is voornemens om infectie- en productiewerkzaamheden uit te voeren met
replicatiecompetente chimere virusdeeltjes gebaseerd op VSIV. In deze virussen is het gen dat codeert
voor het G-eiwit van VSIV vervangen door coderende sequentie van de glycoproteine(n) van Lassa
virus, Marburg virus, of Sudan virus (VSIVAG/LASV-GPC, VSIVAG/MARV-GP en VSIVAG/SUDV-GP). De
werkzaamheden worden door de aanvrager uitgevoerd voor een andere partij, die de gg-VSIV-
virussen zal gebruiken in (pre)klinische vaccinatiestudies bij de mens, gericht tegen de genoemde
virussen.

3.1 Constructie van VSIVAG-varianten

De initiéle productie van de VSIVAG/LASV-GPC, VSIVAG/MARV-GP en VSIVAG/SUDV-GP wordt door
een andere partij uitgevoerd en is geen onderdeel van deze adviesvraag. De aanvrager van
onderhavige adviesvraag heeft al een vergunning voor werkzaamheden met deze chimere virussen
indien de virusdeeltjes zijn vervaardigd in afwezigheid van VSIV-G sequenties. De virusdeeltjes uit deze
aanvraag zijn echter geproduceerd in aanwezigheid van VSIV-G sequenties, waarbij gebruik is gemaakt
van zes expressieplasmiden en één plasmide dat een cDNA-kopie van het gg-VSIV-genoom bevat
achter een T7-promotor. In dit laatstgenoemde plasmide is de coderende sequentie van het VSIV-G-
eiwit vervangen door die van de glycoproteine(n) van de verschillende virussen. De zes
expressieplasmiden betreffen één plasmide dat T7-polymerase tot expressie brengt, en vijf plasmiden
die coderen voor de N-, P, M-, L- en G-eiwitten van VSIV.

Omdat de sequentie van VSIV-G tijdens de productie van de gg-virusdeeltjes aanwezig is, heeft de
aanvrager gegevens aangeleverd om aan te tonen dat er in de batches van VSIVAG/LASV-GPC,
VSIVAG/MARV-GP of VSIVAG/SUDV-GP geen sequenties meer aanwezig zijn die coderen voor VSIV-G.

3.2 Infectiewerkzaamheden

Met de verkregen replicatiecompetente gg-virusdeeltjes (VSIVAG/LASV-GPC, VSIVAG/MARV-GP en
VSIVAG/SUDV-GP) zullen Verocellen (African green monkey kidney cells) geinfecteerd worden. Ook zal
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het gg-virus kleinschalig (<10 L) geproduceerd worden in een bioreactor. Daarnaast zal het virus
gezuiverd en gekarakteriseerd worden. De aanvrager verzoekt deze werkzaamheden op ML-Il te
mogen uitvoeren.

3.3 Aanvullende voorschriften bij de werkzaamheden
De aanvrager verzoekt de werkzaamheden met de gg-VSIV-deeltjes uit te mogen voeren op ML-II.
Hierbij worden twee aanvullende voorschriften in acht genomen voor ggo’s die zich aerogeen kunnen
verspreiden, of infectieus zijn via wondjes van de huid, zoals vermeld in Bijlage g van de Regeling ggo2s:
- tijdens de werkzaamheden worden handschoenen tot over de mouw van de werkkleding
gedragen;
- open handelingen worden uitgevoerd in een veiligheidskabinet van klasse Il.

De aanvrager stelt daarnaast als aanvullend voorschrift voor dat alle medewerkers van het
laboratorium geen contact mogen hebben met varkens, paarden en herkauwers tot 3 dagen na
werkzaamheden met VSIVAG/LASV-GPC, VSIVAG/MARV-GP en VSIVAG/SUDV-GP.

Voor werkzaamheden in de bioreactor worden ook onderstaande voorschriften in acht genomen:

- de bioreactor heeft geen grotere effectieve inhoud dan 100 liter;

- de bioreactor is zo geconstrueerd, dat de verspreiding van genetisch gemodificeerde
organismen is beperkt;

- de bemonstering van de bioreactor, de toevoeging van materiaal aan de bioreactor en de
overdracht van materiaal naar een ander systeem, geschiedt zodanig dat de vorming en
verspreiding van aerosolen en de besmetting van externe oppervlakken worden vermeden;

- delozing van de inhoud van de bioreactor geschiedt nadat de eventueel aanwezige genetisch
gemodificeerde organismen volgens een gevalideerde methode zijn geinactiveerd.

q. Eerder COGEM-advies

De COGEM heeft VSIV ingedeeld in pathogeniteitsklasse 3, omdat het virus gemakkelijk tussen dieren
wordt overgedragen en de consequenties van een ontsnapping naar het milieu aanzienlijk kunnen
zijn.3° Infectie van de mens met LASV, MARV of SUDV gaat gepaard met zeer ernstige symptomen en
een hoge kans op overlijden. Al deze virussen zijn derhalve ingedeeld in pathogeniteitsklasse g4.3"32

De COGEM heeft meerdere malen geadviseerd over de inschaling van werkzaamheden met VSIV(AG)-
chimeren met heterologe oppervlakte-eiwitten. In enkele gevallen achtte de COGEM de
onderbouwing voor de attenuatie van gg-VSIV niet voldoende om omlaagschaling naar ML-II mogelijk
te maken3°33, of waren de validatietestgegevens ontoereikend om uit te sluiten of recombinatie en
reversie naar wildtype op kon treden tijdens de productie343,

Inverschillende verzoeken tot omlaagschaling van gg-VSIV, waarbij het gen coderend voor het G-eiwit
vervangen werd door het gen coderend voor het G-eiwit van het Ebola virus (gg-VSIV-ZEBOV)3¢, het
GPC-eiwit van het Lassa virus (VSIVAG/LASVGP()%, of het S-eiwit van verschillende coronavirussen
(gg-VSIVAG-CoV-5)3%, was de COGEM van oordeel dat het betreffende gg-VSIV voldoende
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geattenueerd was ten opzichte van wildtype VSIV om omlaagschaling van ML-IIl naar ML-II niveau te
rechtvaardigen, onder voorwaarde van enkele aanvullende voorschriften. Ook heeft de COGEM
positief geadviseerd over de omlaagschaling van werkzaamheden met een gg-VSIV waarin de
sequentie van het G-eiwit gedeleteerd is, en het virusdeeltje gepseudotypeerd is met de glycoproteine
van ebolavirussen (0.a. SUDV), of MARV.3¢ Het virale genoom van de deeltjes in die aanvraag bevat
niet de coderende sequentie van de oppervlakte-eiwitten.

Recentelijk heeft de COGEM geadviseerd over een verzoek tot omlaagschaling van gg-VSIV, waarbij
het gen coderend voor het G-eiwit vervangen werd door het de coderende sequentie van de
glycoproteinen van Sindbis virus (gg-VSIVAG/SINV).4° Ook hierbij was de gg-VSIVAG geproduceerd
door een andere partij, in aanwezigheid van de VSIV-G-sequentie. Hierbij was de COGEM van oordeel
dat de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein zijn op ML-II, mits gegevens overlegd
kunnen worden waaruit blijkt dat de aanwezigheid van recombinanten uitgesloten is, en enkele
aanvullende voorschriften werden nagevolgd.

5. Overweging en advies

De aanvrager is voornemens om werkzaamheden uit te voeren met replicatiecompetent chimeer gg-
VSIV waarvan de sequentie van het VSIV-G-eiwit is vervangen door de sequenties van glycoproteine(n)
van LASV, MARV en SUDV. Werkzaamheden met de gg-VSIV’s in het onderhavige advies zijn vergund
op ML-II, waarbij de virusdeeltjes zijn geproduceerd in afwezigheid van coderende sequenties van het
VSIV-G-eiwit. Deze vergunningen zijn mede op basis van het COGEM-advies over gg-VSIV-LASV37 en
gg-VSIV-ZEBOV3® verstrekt. Er is voor deze gg-deeltjes derhalve al gekeken naar de attenuatie, het
gastheerbereik en het celtropisme van de gg-VSIV’s, evenals naar mogelijke verspreiding naar het
milieu. Omdat de productiewijze van de virusdeeltjes in de onderhavige anders is, doordat deze
plaatsvindt in aanwezigheid van de coderende VSIV-G-sequentie, wordt hieronder de mogelijkheid
van recombinatie tijdens het productieproces overwogen.

5.1 Recombinatie tijdens het productieproces van de gg-VSIV’s

Tijdens het productieproces van gg-VSIVAG/LASV-GPC, gg-VSIVAG/MARV-GP en gg-VSIVAG/SUDV-
GP is gebruik gemaakt van een plasmide waarop de coderende sequentie van VSIV-G aanwezig is.
Wanneer er overlappende sequenties aanwezig zijn, bestaat het risico dat er tijdens de productie
recombinatie optreedt tussen de sequenties op het VSIV-G-plasmide en de plasmiden van gg-
VSIVAG/LASV-GPC, gg-VSIVAG/MARV-GP of gg-VSIVAG/SUDV-GP. Recombinatie zou kunnen leiden
tot reversie naar wildtype VSIV. Recombinatie tussen negatieve enkelstrengs RNA-virussen is zeer
zeldzaam.4' De Rhabdoviridae staan niet bekend om het ontstaan van recombinanten. Informatie over
de aanwezigheid van eventuele overlappende sequenties tijdens het productieproces van de gg-
virusdeeltjes is niet aanwezig in de vergunningaanvraag.

De COGEM is van oordeel dat de kans op recombinatie tijdens de productie zeer klein is, maar het kan

niet geheel uitgesloten worden. Het is derhalve van belang dat er aangetoond wordt dat in de te
gebruiken batches gg-virusdeeltjes geen VSIV-G sequenties aanwezig zijn.
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De aanvrager heeft gegevens aangeleverd over het productieproces van de gg-virusdeeltjes en over de
zogenoemde ‘Adventitious Virus Assay’ (AVA)-test. Deze test wordt uitgevoerd om aan te tonen dat er
geen VSIV-deeltjes die VSIV-G-sequenties bevatten zijn ontstaan door recombinatie. De aanvrager
geeft aan dat na electroporatie van de zes plasmiden naar Verocellen, en het ontstaan van cytopatisch
effect (CPE), het gelanceerde gg-virus driemaal plaque gezuiverd wordt. Bij elke plaquezuiveringsstap
wordt de aanwezigheid van de geinsereerde glycoproteine (van LASV, MARV of SUDV) geverifieerd met
Western blot. Daarna wordt het gg-VSIV nog zes keer gepasseerd in Verocellen. In de AVA-test wordt
door middel van ‘Next Generation Sequencing’ getracht te achterhalen of wild-type sequenties
aanwezig zijn in de batches van gg-VSIVAG/LASV-GPC, gg-VSIVAG/MARV-GP of gg-VSIVAG/SUDV-GP
die overlappen met de sequentie van VSIV-G. De aanvrager heeft aangegeven dat deze test een
detectieondergrens heeft van 103 genoomkopieén per mL.

De COGEM is van oordeel dat de AVA-test voldoende gevalideerd en dat de test in combinatie met de
beschreven plaquezuiveringsstappen en seriéle passage in Verocellen voldoende gevoelig is. In de
overlegde gegevens zijn geen sequenties gevonden die overeenkomen (‘alignen’) met de coderende
sequentie van het G-eiwit van VSIV. Het is onwaarschijnlijk dat eventueel ontstaan wildtype virus na
de passages in Verocellen niet door de AVA-test zou worden gedetecteerd.

6. Conclusie

Alles in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat de kans dat wildtype VSIV aanwezig is in
de virusbatches — ontstaan door recombinatie tijdens de initiéle productie van gg-VSIVAG/LASV-GPC,
gg-VSIVAG/MARV-GP en gg-VSIVAG/SUDV-GP - verwaarloosbaar klein is. De COGEM stemtin met de
uitvoering van de voorgenomen werkzaamheden met gg-VSIVAG/LASV-GPC, gg-VSIVAG/MARV-GP
en gg-VSIVAG/SUDV-GP op ML-II niveau, waarbij alle aanvullende voorschriften die genoemd zijn in
paragraaf 3.3 worden nagevolgd.

7. Signalerende opmerking

Met betrekking tot de bioreactor gelden de standaard aanvullende voorschriften voor activiteiten met
een bioreactor op ML-Il. De COGEM wijst erop dat in het geval van een incident met de bioreactor,
bijvoorbeeld bij lekkage, moet worden voorkomen dat de gg-VSIVAG/LASV-GPC, gg-VSIVAG/MARV-
GP of gg-VSIVAG/SUDV-GP de ruimte verlaat en op deze manier in het milieu terecht kan komen. Om
dit te voorkomen moet de vloeistof opgevangen en geinactiveerd kunnen worden, hetzij door
bijvoorbeeld gebruik van lekbakken die de volledige inhoud van de bioreactor kunnen opvangen, of
vloeistofdrempels in de werkruimte.
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