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ONDERWERP  Advies handelingen met muizen geinfecteerd met gg-C. sporogenes op ML-1/D-I

Geachte heer Jansen,

Naar aanleiding van een vergunningaanvraag over het dossier (IG 25-007_2.8-000) getiteld:
‘Verzoek omlaagschaling bestraling en beeldvorming van dieren geinfecteerd met
gg-Clostridium’, ingediend door de Universiteit Maastricht, deelt de COGEM u het volgende
mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van experimenten met muizen
geinfecteerd met een genetisch gemodificeerde (gg-)bacterie Clostridium sporogenes. De
aanvrager bezit een vergunning om muizen op inperkingsniveau DM-I| te infecteren met
de gg-bacterie, maar verzoekt beeldvorming en/of bestraling te mogen uitvoeren op
niveau ML-1 of D-I. Dit wordt onderbouwd met gegevens over de verzwakking van de gg-
C. sporogenes. Gevraagd wordt of de gg-C. sporogenes stam beschouwd kan worden als een
niet-ziekteverwekkend organisme (pathogeniteitsklasse 1; PG 1), en of de COGEM kan in-
stemmen met de voorgenomen omlaagschaling.

C. sporogenes is een bacterie die alleen kan groeien in afwezigheid van zuurstof en sporen
vormt onder ongunstige milieuomstandigheden. De sporen groeien onder de juiste om-
standigheden uit tot actieve bacterién. De gg-C. sporogenes is verzwakt door aangebrachte
mutaties. De gg-bacterie is afhankelijk van de toevoeging van uracil voor de groei, en
breekt minder goed rode bloedcellen af.

De COGEM is van oordeel dat de gg-C. sporogenes verzwakt is ten opzichte van de
ouderstam, maar beschikt over onvoldoende gegevens om de soortin PG 1in te delen. Op
basis van het verzwakte karakter, is de COGEM van oordeel dat bij het uitvoeren van de
voorgenomen werkzaamheden op ML-I en D-I en onder navolging van de aanvullende
voorschriften van de aanvrager, 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
- Drs. Y. de Keulenaar, Hoofd Bureau ggo
- Ministerie van lenW, Directie Omgevingsveiligheid en milieurisico’s, DG Milieu en
Internationaal



Advies Omlaagschaling voor beeldvorming en bestraling van muizen
geinfecteerd met gg-Clostridium sporogenes

COGEM-advies CGM/250317-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over een verzoek tot omlaagschaling van handelingen met dieren
geinfecteerd met genetisch gemodificeerde (gg-)Clostridium sporogenes (IG 25-007). De aanvraag is
afkomstig van de Universiteit Maastricht, die reeds in het bezit is van een vergunning om (wildtype of
gg-)dieren te infecteren met gg-C. sporogenes op DM-II. Voor het onderzoek is het echter nodig
beeldvorming en/of bestraling uit te voeren op geinfecteerde muizen, waarvan de apparatuur zich op
inperkingsniveau ML-I of D-I bevindt. De aanvrager verzoekt daarom een tijdelijke omlaagschaling
voor deze beeldvormings- en bestralingsexperimenten, en onderbouwt dit met gegevens over de
attenuatie van de betreffende gg-C. sporogenes variant (C. sporogenes-NT/CAG). De COGEM is door
Bureau GGO gevraagd of de gg-C. sporogenes stam ingedeeld kan worden in pathogeniteitsklasse 1, en
of zij kan instemmen met de voorgenomen omlaagschaling. Daarnaast is de COGEM gevraagd of er
aanvullende voorschriften noodzakelijk zijn bij de voorgenomen handelingen.

2. Achtergrondinformatie over het genus Clostridium

Het genus Clostridium (familie Clostridiaceae) omvat anaerobe, meestal grampositieve, staafvormige
bacterién.”>3 Clostridium-soorten zijn aangetroffen in grond, oppervlaktewater en het maagdarm-
kanaal van dieren en de mens.">45 Bacterién uit dit genus zijn in staat onder ongunstige omstandig-
heden te overleven door sporen te vormen, bijvoorbeeld wanneer er in de omgeving een tekort aan
voedingsstoffen ontstaat.® De sporen worden gevormd doordat de bacterie zich door middel van een
polair septum in twee genetisch identieke segmenten op kan delen. Het grotere segment (de
moedercel) neemt vervolgens het kleinere segment (de ‘forespore’) in zich op, dat zich daar ontwikkelt
tot een spore in ruststadium. Deze metabolisch inactieve sporen komen in het milieu terecht door lysis
van de moedercel. Onder gunstige milieuomstandigheden kunnen de sporen weer metabolische
activiteit gaan vertonen en groeien zij weer uit tot vegetatieve cellen.”®7 Sporen zijn zeer resistent
tegen extreme temperaturen, droogte, straling en chemicalién ( zoals desinfectiemiddelen).5#9

Binnen het genus Clostridium zijn meer dan 200 soorten beschreven.23 Verschillende soorten,
waaronder Clostridium botulinum, Clostridium nigrificans, Clostridium perfringens en C. sporogenes, kunnen
voedselbederf veroorzaken wanneer voedsel onder vacuim of bij onvoldoende koeling wordt
bewaard.® Veel Clostridium-soorten zijn pathogeen voor mens en dier.”> Pathogeniteit wordt
veroorzaakt door de productie van toxines en de aanwezigheid van virulentiefactoren.? Bekende
ziekteverwekkende soorten zijn C. botulinum (veroorzaker van botulisme, een vorm van
voedselvergiftiging veroorzaakt door het botulismeneurotoxine en gepaard gaande met
verlammingsverschijnselen), Clostridium difficile (veroorzaker van pseudomembraneuze colitis, een
ontsteking aan het slijmvlies van de dikke darm), C. perfringens (veroorzaker van gasgangreen, een
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wondinfectie gepaard gaande met gasontwikkeling en weefselsterfte) en Clostridium tetani (veroorzaker
van tetanus, een infectieziekte gepaard gaande met tonische spierkrampen).?7

Al enige tijd wordt in knaagdieren en de mens onderzocht in hoeverre (gg-)sporen van Clostridium-
soorten (waaronder C. sporogenes) ingezet kunnen worden bij kankertherapie.’>" 2134 De sporen
kunnen gebruikt worden als transportmiddel van genen, coderend voor specifieke enzymen, naar de
anoxische/necrotische gebieden in tumoren van proefdieren.’>"7 In de necrotische delen van de
tumor groeien de sporen uit tot vegetatieve cellen en brengen ze de enzymcoderende genen tot
expressie. Aangezien de Clostridium-sporen selectief uitgroeien in anoxische weefsels, is deze aanpak
tumorspecifiek.0151617

2.1 De soort Clostridium sporogenes

C.sporogenes is een grampositieve anaerobe bacterie die oorspronkelijk geisoleerd is uit humane feces,
maar ook wordt aangetroffen in grond, of sediment van zoet of zout water.’® De soort is nauw verwant
aan de proteolytische C. botulinum types A, B en F (C. botulinum groep 1)."#'9:2° In tegenstelling tot C.
botulinum, produceren C. sporogenes stammen in het algemeen geen botulismetoxine, 892 dat een
ernstige ziektebeeld kan veroorzaken bij mensen, paarden, vee, watervogels en vissen.? Bij enkele
klinische isolaten van C. sporogenes is echter wel productie van type B botulinetoxine waargenomen,
vermoedelijk door horizontale genoverdracht van het botulinetoxine-gen van C. botulinum.?>2 Uit een
vergelijkende genoom-analyse van C. botulinum en C. sporogenes is gebleken dat beide soorten in het
bezit zijn van een genencluster dat lijkt op een cluster coderend voor de virulentiefactor streptolysine
S (SLS) van groep A streptokokken.'®24 Dit genencluster codeert voor een hemolytisch toxine
(clostridiolysine S) dat mogelijk een rol speelt bij weefselbeschadiging en bij kan dragen aan de
virulentie van C. botulinum en C. sporogenes.?

In vivo studies bij knaagdieren tonen aan dat konijnen en hamsters gevoelig zijn voor een door
C.sporogenes geproduceerd toxine, vermoedelijk het clostridiolysine S toxine.26:27:28:29.30 Zjekte-
verschijnselen variéren van mild en voorbijgaande aard (hamsters) tot zeer ernstig (konijnen;
bloedingen van het maag- en darmslijmvlies).

In de literatuur zijn bij de mens sporadisch casussen beschreven die door C. sporogenes worden
veroorzaakt.3"3333435 |nvasieve infecties komen voor bij ernstige chirurgische complicaties of bij
immuungecompromitteerden en zijn door middel van antimicrobiéle therapie goed te behandelen.

2.2 C. sporogenes stam ATCC 3584 (=DSM 795, = NCIMB 10696)

De C. sporogenes stam ATCC 3584 is geisoleerd uit grond en heeft een optimale groeitemperatuur bij
37 °C.3% Het genoom van deze stam (naast ATCC 3584 ook bekend als DSM 795 of NCIMB 106496) is in
2015 in kaart gebracht.’® De stam wordt ook wel beschouwd als niet-toxische tegenhanger van de C.
botulinum groep | stammen.’®3738 Uit genoomanalyses is gebleken dat het gencluster voor het botuline
neurotoxine afwezig is in C. sporogenes ATCC 3584 (=DSM 795 = NCIMB 10696).®2"3% Qok zijn geen
aanwijzingen voor aanwezigheid van C. perfringens toxine genen gevonden in C. sporogenes ATCC 3584.4°
Wel zijn er aanwijzingen dat ATCC 3584 het hemolytische clostridiolysine S tot expressie brengt, dat
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gepaard gaat met B-hemolyse van rode bloedcellen van schapen en mensen.™ Deletie van dit aan SLS-
verwante operon in stam ATCC 3584 zorgt voor een significante vermindering van hemolyse van
paardenbloed.' Gg-varianten van stam ATCC 3584 zijn toegepast in preklinische studies in muizen
waarin tumoren zijn geintroduceerd, waarbij sporen intraveneus werden toegediend.’>'4'® De muizen
vertoonden in enkele gevallen een tijdelijk gewichtsverlies van voorbijgaande aard, maar geen
ziekteverschijnselen die gerelateerd zijn aan mogelijke toxiciteit.’s

3. Eerder COGEM advies

Eind 2011 heeft de COGEM geadviseerd over de classificatie van een groot aantal bacterién. Hierbij zijn
verschillende Clostridium-soorten geclassificeerd als klasse 2 pathogenen, waaronder C. sporogenes.#' De
COGEM heeft in 2012 de pathogeniteitsklasse van C. sporogenes opnieuw tegen het licht gehouden en
daarnaast ook specifiek geadviseerd over de pathogeniteitsklasse van de C. sporogenes stam ATCC 3584.
De pathogeniteitsklasse van C. sporogenes bleef ongewijzigd, en ook stam ATCC 3584 is in
pathogeniteitsklasse 2 ingedeeld, omdat de COGEM niet over voldoende gegevens beschikte om vast
te kunnen stellen dat C. sporogenes ATCC 3584 niet pathogeen is.4

In 2012 heeft de COGEM eveneens geadviseerd over de inschaling van werkzaamheden met een
gg-C. sporogenes, afgeleid van de stam ATCC 3584. Deze gg-C. sporogenes ATCC 3584 betrof een pyrE
knockout (KO-)mutant die niet in staat is uracil te synthetiseren en afhankelijk is van exogeen uracil
voor de groei. Daarnaast werd ook onderzoek gedaan met pyrE KO-mutanten die tevens
nitroreductase (NTR) afkomstig van andere prokaryoten tot expressie brengen. De COGEM was
destijds van mening dat de aangebrachte mutaties niet van invloed waren op het pathogene karakter
van de bacterie. Het was onduidelijk in welke mate de uitschakeling van het pyrE-gen het
verspreidingspotentieel van de bacteriestam beperkt. De COGEM heeft daarom geadviseerd de
werkzaamheden met gg-C. sporogenes plaats te laten vinden op ML-1l en DM-II.

4. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager wil gebruikmaken van de genetisch gemodificeerde C. sporogenes-NT, ook wel CAG
genoemd, die gebaseerd is op C. sporogenes stam ATCC 3584, maar enkele deleties bevat. De aanvrager
beschikt reeds over een vergunning om sporen van de gg-C. sporogenes-NT te injecteren in wildtype of
gg-muizen die eerder geinjecteerd zijn met tumorcellen, getransfecteerde cellen of lentiviraal
getransduceerde cellen. Voor vervolgexperimenten is het noodzakelijk om beeldvorming of bestraling
toe te passen, dat enkel plaats kan vinden op inperkingsniveau ML-I| en/of D-I. De aanvrager verzoekt
derhalve, met inachtneming van enkele voorschriften, een omlaagschaling van de werkzaamheden.

4.1 Het ggo: C. sporogenes-NT

De aanvrager zal gebruikmaken van de C. sporogenes stam ATCC 3584 waarin het pyrE-gen is
uitgeschakeld, en een deletie is aangebracht in het aan streptolysin S (SLS)-homologe operon. Het
pyrE-gen is vereist voor de biosynthese van uracil. pyrE KO-mutanten kunnen alleen groeien in
aanwezigheid van exogeen uracil. De pyrE-KO en haemolysine-operon-gedeleteerde gg-C. sporogenes
wordt C. sporogenes-NT (non-toxisch, ook wel Clostridium CAG) genoemd. In deze C. sporogenes-NT
zullen als donorsequenties genen betrokken bij het immuunsysteem (mlL2, IL15, aDR5, FOXOg, aGITR,
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a-PD-L1, a-CTLAg, GM-CSF) geinsereerd worden. De therapeutische genen zullen met behulp van
CRISPR/Casg geinsereerd worden, waardoor er geen plasmiden met antibioticaresistentiecassettes
gebruikt hoeven te worden, en de gg-C. sporogenes gevoelig blijft voor meerdere types antibiotica.

4.2 Handelingen en aanvullende maatregelen

Wildtype of gg-muizen zullen op inperkingsniveau DM-1l geinfecteerd worden met gg-C. sporogenes-NT
sporen. De aanvrager kan niet geheel uitsluiten dat er na toediening van een sporensuspensie via de
staartvene, gg-sporen kunnen worden uitgescheiden via de ontlasting of urine. Om de met
gg-C. sporogenes-NT geinfecteerde dieren te vervoeren van de DM-II faciliteit naar de D-I/ML-I faciliteit
waar de beeldvormings- en bestralingsapparatuur zich bevindt, worden de dieren op DM-II in een
schone filtertopkooi geplaatst. De ML-I/D-I ruimten waar de beeldvorming of bestraling zal
plaatsvinden, liggen nietin de nabijheid van de DM-II ruimte waar de geinfecteerde muizen gehuisvest
worden. Vanwege de te overbruggen afstand en om de blootstelling van de dieren aan anesthesie tot
een minimum te beperken, en tevens minder zware anesthesie te hoeven gebruiken, zullen de dieren
pas in de ML-I/D-I ruimte onder narcose worden gebracht. In de D-I/ML-I ruimte worden de dieren
eerst overgezet in een inductiekooi die naast de filtertopkooi wordt geplaatst, waarna de dieren met
behulp van isofluraan onder gasnarcose gebracht worden. De deur van de D-I/ML-I ruimte wordt
gesloten wanneer de dieren naar de inductiekooi overgebracht worden, en is dusdanig afgewerkt dat
eventuele ontsnapping van muizen niet mogelijk is. Tijdens de bestraling of beeldvorming worden de
dieren op een papieren onderlegger of plastic ‘stage’ gelegd. De muizen blijven tijdens de gehele
procedure onder anesthesie. Na afloop van de procedure worden de muizen teruggeplaatst in de
filtertopkooi om bij te komen van de anesthesie. De tafel waarop de dieren liggen, de plastic stage, de
inductiekooi en alle andere horizontale vlakken worden schoongemaakt met een geschikt
desinfectiemiddel. De papieren onderleggers worden als ML-II afval afgevoerd. De dieren worden na
beeldvorming/bestraling teruggebracht naar de DM-II faciliteit, waar ze gehuisvest worden.

De D-I/ML-I ruimte zal tijdens de beeldvorming/bestraling voorzien zijn van een biohazard teken. De
aanvrager geeft tevens aan dat de D-| ruimte voldoet aan de ML-I inrichtingseisen zoals gesteld in
bijlage 9.1.1.1.1van de Regeling ggo%, en dat er gewerkt zal worden volgens de ML-I werkvoorschriften.
Enkel geautoriseerd personeel mag de D-I/ML-I ruimte betreden.

5. Overweging

De aanvrager is voornemens om op een lager inperkingsniveau (ML-I/D-I) bestralings- en
beeldvormingsexperimenten uit te voeren op (al dan niet gg-)muizen die geinfecteerd zijn met
gg-C. Sporogenes-NT (CAG). Infectie van de (gg-)muizen en verdere huisvesting op DM-Il is reeds
vergund. De aanvrager is van mening dat de gebruikte gg-C. Sporogenes-NT sterk verzwakt is, en dat dit
tezamen met de te hanteren werkprocedure maakt dat het veilig is om de bestralings- en
beeldvormingsexperimenten uit te voeren op ML-I dan wel D-I.

5.1 Attenuatie van C. sporogenes-NT/CAG

In de te gebruiken gg-C. sporogenes-NT stam is het pyrE-gen en het aan SLS-homologe operon
gedeleteerd. Selectie van pyrE-mutanten vindt plaats door groeimedium te verrijken met 5-FOA (‘5-
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fluoro-orotic acid’) waar wildtype organismen gevoelig voor zijn, maar een pyrE-mutant resistent voor
is. De pyrE-KO-mutant is uracil-auxotroof, hetgeen volgens de aanvrager de mogelijkheid tot
verspreiding in het milieu beperkt. Dit wordt verklaard door de minimale concentratie van uracil in het
milieu, omdat dit voor veel micro-organismen een bron is voor koolstof, stikstof en fosfaat en daarom
snel verbruikt zal worden door de micro-organismen in het milieu. De COGEM merkt op dat voor deze
theoretische benadering geen experimentele onderbouwing wordt gegeven. Er zijn diverse
bacteriesoorten in staat om uracil uit te scheiden,% waaronder de darmbacterie Escherichia coli,%
waardoor groei van een uracil-auxotrofe stam in bepaalde milieus wellicht wel ondersteund kan
worden.

De aanvrager stelt dat een eerdere PCR-analyse van sporen geisoleerd 1 tot 3 maanden na infectie
van de sporen bij tumordragende muizen, bevestigt dat de aangebrachte modificatie stabiel is. De
COGEM merkt op dat niet beschreven is hoe de pyrE knockout heeft plaatsgevonden; of hierbij sprake
is van een volledige deletie of een knockout veroorzaakt door kleine deleties/mutaties. Tevens is uit
de beschrijving van de aanvrager niet duidelijk of de geisoleerde sporen uit de tumor ontkieming en
groei hebben meegemaakt. Wanneer dit niet het geval is, zal er ook geen sprake zijn van selectiedruk
op reversie van de mutatie. In de wetenschappelijke literatuur is beschreven dat bij spontane
pyrE-mutanten van het archaeon Pyrococcus abyssi, verkregen door kweek op medium met 5-FOA en
uracil, met lage frequentie reversie op kan treden.4 Wanneer het gen echter volledig verwijderd is, kan
aangenomen worden dat een dergelijke deletie stabiel is.

Met behulp van CRISPR/Casg is een deletie aangebracht in het aan SLS-homologe operon in gg-C.
sporogenes-NT, dat bevestigd is met Sanger-sequencing. Het effect op het hemolytisch vermogen van
de bacterie is onderzocht met een bloed-assay, waarbij gebruikt gemaakt is van bloed afkomstig van
paarden en schapen.’ Schapenbloed bleek minder gevoelig te zijn voor hemolyse door zowel wildtype
C. sporogenes stam als gg-C. sporogenes-NT, en hier werd geen significant verschil waargenomen tussen
het wildtype en het ggo. Bij paardenbloed werd zowel na 8 als 24 uur een significant verschil
waargenomen in hemolyse tussen wildtype C. sporogenes en gg-C. sporogenes-NT.

De deletie van het operon is beschreven in de wetenschappelijke literatuur, en het betreft een
volledige knockout van het operon.' Voor reversie zou complete acquisitie plaats moeten vinden
vanaf een wildtype bacterie. Spontane reversie van deze deletie acht de COGEM derhalve uitgesloten.

Op basis van de experimentele gegevens concludeert de COGEM dat er een afname in hemolyse
activiteit waar te nemen is. Bij paardenbloed is een significante vermindering in bloedhemolyse
waargenomen ten opzichte van de wildtype stam. Of hiermee ook sprake is van een verminderde
virulentie in gevoelige dieren, zoals konijnen en hamsters, kan met deze experimenten niet bevestigd
worden.

De pathogeniteit van wildtype C. sporogenes is gering; er zijn voornamelijk ziekteverschijnselen
beschreven bij konijnen en hamsters. De COGEM is van oordeel dat op basis van de aangebrachte
genetische modificaties in gg-C. sporogenes-NT aangenomen kan worden dat deze stam geattenueerd
is ten opzichte van de wildtype C. sporogenes stam, maar zij acht het onvoldoende aangetoond dat deze
stam ook verminderd virulent is in gevoelige dieren zoals konijnen en hamsters.
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Met betrekking tot de pathogeniteit van gg-C. sporogenes-NT in mensen en muizen, die in het algemeen
minder gevoelig zijn voor infectie, is de COGEM van oordeel dat gg-C. sporogenes-NT vergelijkbaar is
met een micro-organisme uit pathogeniteitsklasse 1 (PG 1). Om vast te kunnen stellen of
gg-C. sporogenes-NT ook voor andere dieren als PG 1 organisme beschouwd kan worden, zijn nadere
experimenten nodig op gevoelige dieren.

5.2 Inschaling van werkzaamheden

De aanvrager geeft een uitgebreide beschrijving van de voorgenomen werkwijze om de dieren op
ML-1/D-| te bestralen of beeldvormingsexperimenten uit te voeren. De aanvrager stelt dat niet
uitgesloten is dat de gg-C. sporogenes-NT sporen door het proefdier kunnen worden uitgescheiden,
voornamelijk via ontlasting maar mogelijk ook via urine, wanneer de sporen via de staartvene zijn
toegediend. Het proefdier wordt daarom op inperkingsniveau DM-II in een schone filtertopkooi
geplaatst en ook vindt desinfectie plaats van de inductiekooi en alle andere horizontale vlakken
waarmee het dier in aanraking is geweest.

Op basis van het geattenueerde fenotype van gg-C. sporogenes-NT, is de COGEM van mening dat de
werkwijze en de maatregelen die de aanvrager zal hanteren (zie paragraaf 4.2), voldoende inperking
bieden om in te kunnen stemmen met het uitvoeren van de beschreven handelingen op inperkings-
niveaus ML-1 en D-I waarbij gewerkt wordt volgens de ML-1 werkvoorschriften.

6. Advies

Alles in overweging nemende, stemt de COGEM in met de door de aanvrager voorgestelde tijdelijke
omlaagschaling voor beeldvorming en bestraling van muizen geinfecteerd met gg-C. sporogenes-NT. De
COGEM is van oordeel dat bij het uitvoeren van de voorgenomen werkzaamheden op dit inperkings-
niveau en onder navolging van de aanvullende voorschriften van de aanvrager, de risico’s voor mens
en milieu verwaarloosbaar klein zijn.
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