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Geachte heer Atsma,

Naar aanleiding van de adviesvraag betreffendendehaling van werkzaamheden met
recombinant aviair influenzavirus H7N1 aangevradgdr de faculteit diergeneeskunde van
de universiteit van Utrecht deelt de COGEM u hdgende mee.

Samenvatting

De COGEM is gevraagd tel@seren over inschaling van werkzaamheden mettigeh
gemodificeerd (gg) aviainnfluenza A virus (FLUAV), subtype H7N1. Het viru
veroorzaakt vogelgriep en heeft een epidemie veeait in Italié waarbij van oorspro
laag pathogene stammen evolueardaar hoog pathogene stammen. De epidemie
geen humane infecties veroorzaakt. De aanvragetenibl van dendritische cellen bij
afweer tegen infectie met vogelgriep bestudererartda wil hij hetwildtype virus
vergelijken met gg-aviaire FLUAV stammen. De recambte stammen zijgebaseer
op het tijdens de epidemie verkregen klinische igrapisolaat A/turkey/Italy/977/V99.
Influenza A virussen zijn geclassificeerd als kéas3 pathogeen wat betekedat
werkzaamheden met gg-FLUAV onder MLL-linperking plaatsvinden. Gezien t
vermeendelaag pathogene karakter van de toegepaste ‘backhamestam stelt d
aanvrager voor om werkzaamheden onder ML-1I injpgrke laten plaatsvinden.

De COGEM merkt op dat geen gegevens aangeleverdewoover de virulentieof
pathogeniteitskenmerken van de toegepaste virugxsardoor kan zij geen uitspra
doen over hun pathogeniteit. Tevens is Alturkelyl®a7/V99 geen verzwakt
laboratoriumstam. Daarom wordt niet voldaan aan dmr COGEM gesteld
voomwaarden die omlaagschaling van werkzaamheden rm@hi@nant influenza virusse
rechtvaardigen. Samengevat concludeert de COGEMdelabnder de aanvraag ué
voeren werkzaamheden met gg-Alturkey/Italy/977/\@ler MLAIl inperking diener
plaats te vinde. Met in acht neming van aanvullende voorschritaeht zij daarbij d
risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en batihivoortvioeiende advies treft u
hierbij aan als bijlage.

Hoogachtend,

k—

Prof. dr. ir. Bastiaan C.J. Zoeteman
Voorzitter COGEM

c.c. Dr. I van der Leij
Drs. H.P. de Wijs

Met het oog op eventuele belangenverstrengelingen zijn de COGEM leden prof. dr.
R.A.M. Fouchier en dr. RJ. de Groot niet betrokken geweest bij de beduitvorming over
dit advies



I nschaling wer kzaamheden recombinant aviair Influenza A virus H7N1

COGEM advies CGM/110921-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over inschaling werkzaamheden met genetisch
gemodificeerd (gg) aviair influenzavirus H7N1. Hmgtreft een uitbreiding op een bestaande
vergunning getiteld “Klonering en expressie van wmmwlogische relevante eiwitten ter
bestudering van auto-immuniteit en vaccins”. Deguaningsaanvraag is ingediend door de
Universiteit Utrecht, Faculteit Diergeneeskunde p&r¢ement Infectieziekten en Immunologie.
De aanvrager is van mening dat de bij de vergusaiaigvraag betrokken aviaire gdgtuenza A
virussen (gg-FLUAV) laag pathogeen zijn en acht, mede opndrovan de aard van de
werkzaamheden, inschaling van werkzaamheden mete dgg-virussen op ML-II
inperkingsniveau gerechtvaardigd.

1.1 Influenza virus

Het influenzavirus, in de volksmond beter bekersdhat griepvirus, is een RNA virus dat behoort
tot de familieOrthomyxoviridae. Het virus is onderverdeeld in drie typen, inflzam, B en C.
Alleen het FLUAV kan zowel mensen, vogels als zdegth infecteret? Het genoom van het
FLUAV bestaat uit acht unieke genoomsegmenten diemen voor tien eiwitten, waaronder
haemagglutinine (HA) en neuraminidase (NABeide eiwitten spelen een belangrijke rol bij de
gastheerspecificiteit en de aanmaak van antistoéfgen het virud?

Typering van influenzavirussen vindt plaats op asin de aanwezige HA en NA subtypen. In
totaal zijn er voor het FLUAV 16 verschillende haggglutinine subtypen (H1 t/m H16) en 9
verschillende neuraminidase subtypen (N1 t/m N&gbd. Bij vogels komen alle subtypen voor.
Bij de mens komen voor zover bekend alleen de H2,HB, H5, H7, H9, N1 en N2 subtypen

voor>%’

1.2 Pathogeniteit van FLUAV

De pathogeniteit van FLUAV wordt door een aantatdeen bepaald. De eiwitten die bijdragen
aan de virulentie zijn het niet-structurele eiwb N de polymerase eiwitten PA, PB1 en PB2 en
de HA en NA eiwitterf:*#°1911qjt onderzoek is gebleken dat één aminozuurverimglen het
PB2 eiwit voldoende is om een van oorsprong laaglernte virusstam virulent te mak&n®*
Het HA eiwit heeft een specifieke klievingplaatoveen cellulair protease. Voor de infectiviteit
van het virus is het splitsen van het HA eiwit iMHen HA2 een belangrijke stap. Het
betreffende protease is voornamelijk actief inleg@icellen van de luchtwegen, waardoor deze
cellen vatbaar zijn voor het virus. Een veranderiag enkele aminozuren in een serie basische
aminozuren in deze klievingplaats zorgt ervooratst andere proteasen, die actief zijn in andere
cellen, het HA eiwit kunnen klieveif;**Hierdoor verandert de specificiteit en gastheeikesn

het virus, maar ook de pathogenifeit’Uit de influenzavirusuitbraken in het verleden kiliglat

de aanwezigheid van een polybasische klievingpiadtet HA eiwit een belangrijke aanwijzing



is voor de pathogeniteit van het vifds® Dit kenmerk is echter niet aanwezig in de
hoogpathogene influenzastam uit 1918, die veranaijk is voor de Spaanse griep®%%

1.3 Vogelgriep
Aviaire influenza of vogelgriep wordt veroorzaaktod FLUAV. Wilde vogels vormen primair de
bron van alle subtypeti.Verondersteld wordt dat het merendeel van de FLU#Maten die
worden gevonden bij andere dieren, zoals varkersaarden, of bij de mens, oorspronkelijk van
aviaire herkomst ziji> De meeste stammen veroorzaken bij vogels asympiszhea of milde
infecties en worden beschouwd als laag pathogeemntige stammen evolueren tot hoog
pathogene aviaire influenza (HPAI) virussen. Heuwiis zeer besmettelijk voor kippen en
kalkoenen, maar ook parelhoenders, eenden, gakmemiels, duiven, fazanten, patrijzen en
loopvogels (struisvogels) zijn vatbdai/erspreiding vindt plaats door intensief contagttm
besmet pluimvee, via besmette ontlasting van plaenen via kleine deeltjes door de lucht.
Buiten de gastheer blijft het virus bij lage tengiaren voor enkele maanden infectieus. Het virus
kan vernietigd worden bij een temperatuur vafib6f hoger, en met desinfecteermiddelen zoals
formaline®

De eerste vogelgriepepidemie is in 1878 in Italésdhreven. Een zeer besmettelijke
virusstam veroorzaakte een mortaliteit onder vogals ongeveer 100%6.Epidemieén komen
regelmatig voor en kunnen aanzienlijke economisgduhade in de pluimveehouderij
veroorzakerf>2%%"%8

1.4 Vogelgriep en humane pathogeniteit

Mensen kunnen door het aviaire FLUAV geinfecteeodden. Besmetting vindt plaats via nauw
contact met besmet gevogelte, niet door consurfipliédens de vogelgriep in Hongkong van
1997 zijn 18 mensen met subtype H5N1 geinfectégetyan zijn 6 mensen overled®i! Sinds
2003 wordt dit subtype in geheel Zuid-Oost AziéEgypte gesignaleerd. Tot nu toe is het virus
bij 564 mensen waargenomen en zijn 330 mensenenend’ Tijdens de vogelgriepepidemie in
Nederland in 2003 veroorzaakte het subtype H7N@dnij gedeelte van de blootgestelde mensen
oogontsteking met in één geval een dodelijke affé6pEen vogelgriepepidemie met subtype
H7N3 in 2003 in ltalie toonde bij mensen die berbegve veelvuldig met het besmette pluimvee
in aanraking waren gekomen anti-H7 antistoftiteen avat aangeeft dat avaire-humane
transmissie mogelijk i&

1.5 Aviair influenzavirus H7N1

In 1999-2000 heeft in ltalié een vogelgriepepidemit FLUAV subtype H7N1 plaatsgevonden.
Tijdens de epidemie evolueerde een laag pathodanetst een hoog pathogene variant waarbij
de aanvankelijk enkelvoudige Klievingplaats in HeA veranderde in een polybasische
klievingplaats. Door de dood van meer dan 13 miljeegels leidde de epidemie tot aanzienlijke
economische schade in de pluimveehoudeffj.Bij deze epidemie zijn geen humane
besmettingen gesignaleerd. Een analyse van serustenenvan mensen die tijdens deze
epidemie beroepshalve in aanraking waren gekomeh hae virus lieten geen positieve

antistoftiter tegen het virus ziéh.



2. Eerder COGEM advies

In 2004 heeft de COGEM geadviseerd over de classiéi van het FLUAV* De COGEM heeft
destijds geadviseerd om alle FLUAV stammen, inelude laag pathogene stammen, zowel met
aviair als niet-aviair tropisme, in te delen intpaeniteitsklasse 3, aangezien laag pathogene
FLUAV stammen in staat zijn op een relatief eenvgaedmanier te evolueren naar hoog
pathogene stammen. Bovendien vormen deze virussenpetentieel gezondheidsrisico voor
mens én dier, en zijn zij zeer besmettelijk voorsgkillende vogelsoorten. Deze classificatie
heeft als gevolg dat werkzaamheden met gg-virusnmaial uitgevoerd dienen te worden op ML-
lIl of DM-III niveau, waarbij afhankelijk van heype werkzaamheden aanvullende voorwaarden
gesteld kunnen worden zoals adembescherming, \sieceEn toepassing van antivirale middelen.

In het verleden heeft de COGEM diverse malen gsedvd over eventuele omlaagschaling van
werkzaamheden met gg-FLUAV. Voor bepaalde verzwalgginfluenzavirus stammen
(recH1IN1, recH2N2, recH3N2, recH5N1 en recH7N7) dvemlaagschaling naar ML-II
inperkingsniveau mogelijk geacht mits daarbij adlewvie voorschriften in acht werden
genomery>®3738394ha recombinanten waren gebaseerd op voor mensénggtattenueerde en
avirulente virussen die ondermeer worden toegepastccins zoals Port Chalmers 1 (PC1),
Puerto Rico 8 (PR8) en WSN 33. Voor al deze vertavgk-influenza A stammen gold dat de
‘polybasische klievingplaats’ in het HA ontbrak.n$engevat heeft de COGEM gesteld dat er aan
drie voorwaarden moet worden voldaan voordat zijissrt dat laboratoriumwerkzaamheden
met gg-FLUAV stammen op ML-Il inperkingsniveau isghaald kunnen wordéf. Deze
voorwaarden zijn:

- het gg-FLUAV bestaat uit minimaal zes genoomsegere afkomstig van een niet-virulente
verzwakte laboratoriumstam in combinatie met éétwafe genoomsegmenten van andere
influenzavirussen,

- de heterologe gensegmenten zijn volledig gekaraiderd,

- voor heterologe HA-coderende gensegmenten gehlit dk aanwezigheid van een
‘polybasische klievingplaats’ is uitgesloten.

In 2006 heeft de COGEM een generiek advies uitgtibraver aanvullende voorschriften bij

werkzaamheden met gg-FLUAV stammen onder ML-IIl ériging®” Zij heeft gesteld dat

verspreiding dient te worden tegen gegaan en comtatdeze virussen geminimaliseerd dient te

worden. Om deze reden heeft zij geadviseerd dat:

- open handelingen plaatsvinden in een klasseHigheidskabinet

- medewerkers gevaccineerd dienen te zijn

- medewerkers met griepsymptomen uitgesloten dideemvorden van deelname aan de
werkzaamheden

- het dragen van handschoenen verplicht is

- bij werkzaamheden met H7 gg-influenzavirussenkesthermende bril verplicht is

- het dragen van een mond- en neuskapje (EuropEegeCertificeerd EN143 P2 of EN149
FFP2) verplicht is



De COGEM is van mening dat de combinatie van dlideboven genoemde factoren de kans op
verspreiding van gg-FLUAV en de daarmee geassa@ekans op ‘reassortment’ (uitwisseling
van genoomsegmenten tussen wildtype virus en ggvireduceert en daarmee de kans op het
optreden van een onbedoelde infectie en vermendiginf van het gg-virus, en de risico’s als
gevolg hiervan, verwaarloosbaar klein zijn.

3. Werkzaamheden met gg-FLUAV subtype H7N1

De aanvrager wil de rol van dendritische cellerdeijafweer tegen infectie met aviaire influenza
bestuderen. Daartoe wil hij wildtype vogelgriepgireergelijken met gg-FLUAV door het ‘niet-
structurele eiwit 1' (NS1) van het wildtype virus ¥ervangen door het NS1 van donorvirussen.
Volgens de aanvrager onderdrukt, na infectie met edluenza virus, het NS1 eiwit de
interferonproductie waardoor de afweerreactie tefpeh virus minder goed verloopt. De
aanvrager denkt dat dendritische cellen een bejeagol bij dit proces spelen en wil daarom
hun bijdrage hieraan onderzoeken.

3.1 Toegepaste virusstammen

De 4 genetisch gemodificeerde virusstammen dieaderager gaat gebruiken, zijn allen afgeleid
van het aviaire FLUAV A/TK/Italy/977/V99. Deze stasubtype H7N1) is geisoleerd tijdens de
vogelgriepepidemie in Italié van 1999/2003° De aanvrager geeft aan dat de stam laag
pathogeen is omdat de polybasische klievingplaaltei HA ontbreekt.

De gg-H7N1 stammen zijn niet zelf geconstrueerd rmaerkregen van het ‘National
Reference Laboratory for Avian Influenza and NewleaBisease’ te Padua, Italié. Vervaardiging
heeft middels ‘reverse genetics’ plaatsgevondenr dmmiransfectie van een complete set
genoomsegmenten in animale ceffeNan de recombinante A/turkey/Italy/977/V99 virusde
het autologe NS1 gen vervangen door 4 verschillarsd@nten, elk afkomstig van een ander
donorvirus. De  donorvirussen,  A/CK/Pakistan/447/95A/CK/Pakistan/447/95mut*,
A/TK/Italy/4426/00 en A/CK/lItaly/3981/07, zijn everns aviaire FLUAV isolaten en afkomstig
uit Pakistan en ltalié. De aanvrager levert geegegens aan over de pathogeniteit van deze
donorvirussen. De NS1 eiwitten van de Italiaanaensten zijn ongeveer 230 aminozuren lang,
het NS1 eiwit van de Pakistaanse stam is 217 amirazZlang. Door middel van ‘site directed
mutagenesis’ is van deze Pakistaanse stam eentrgetaaakt met een NS1 van 230 aminozuren
(A/CK/Pakistan/447/95mut*). Sequentie-analyse hbeftestigd dat de 4 recombinante virussen
geen polybasische klievingplaats in het HA bevattendat de enkelvoudige klievingplaats
identiek is aan die van het ‘backbone’ virus A/eyltaly/977/v99.

3.2 Handdlingen met gg-H7N1

MDCK (Madin-Darby Canine Kidney Epithelial) celleen primaire dendritische cellen (kip)
zullen met wildtype virus of de 4 verschillende gN1 mutanten geinfecteerd worden.
Vervolgens zal infectie, na fixatie met parafornedigde, door middel van FACS-analyse getest
worden. Cytokineproductie van de cellen zal middelgorter assays en kwantitatieve PCR
gemeten worden. De aanvrager heeft niet het voanenutanten te kweken en gg-viruspartikels
te produceren of om deze in proefdieren te gebnuike



Wegens de afwezigheid van de polybasische klieV@agp in het HA van het in de mutanten
toegepaste ‘backbone’ virus en daardoor het verstelde laag pathogene karakter van deze
stammen, is de aanvrager van mening dat werkzaanhedder ML-1l inperking uitgevoerd
kunnen worden. Als aanvullende maatregelen gegétam een labjas en handschoenen te zullen
dragen. Daarnaast zal een quarantaine maatregel2/anir in acht genomen worden. In deze
periode zal de medewerker geen contact met vogelbem en zal er geen bezoek aan
kinderboerderij, dierentuin, pluimveehouderij obéderij plaatsvinden.

4, Overweging en advies

In beginsel worden laboratoriumhandelingen met bpgA&vY op grond van de
pathogeniteitsklasse van het FLUAV (klasse 3) inbaald op ML-IIl inperkingsniveatfEchter,
voor werkzaamheden met gg-influenza virussen kaseiomepaalde voorwaarden een lagere
inperking worden gehanteeftDe aanvrager geeft aan dat voor de werkzaamhedeggaté7N1
laag pathogeen virus wordt gebruikt. Hij verwijstadbij naar literatuur waarin de herkomst van
de toegepaste ‘backbone’ virusstam beschreven w@wahorvirusstammen toegepast bij de
vervaardiging van de 4 gg-H7N1 mutanten zijn aaageg. Aminozuursequentiegegevens van
het HA van de ‘backbone’ virusstam en daarvan afgel mutanten, alsmede de lengtes van de
verschillende heterologe NS1 eiwitten van de toagip donorvirussen zijn aangeleverd. De
gegevens laten zien dat een polybasische klievégplin het HA afwezig is. De aanvrager geeft
aan dat de 4 gg-H7N1 stammen volledig gesequerijced z

4.1 Inschaling werkzaamheden

De COGEM merkt op dat geen gegevens noch refeserangeleverd worden over de
biologische kenmerken (zoals Vvirulentie of pathdgé) van de uitgangsvirusstam

Alturkey/ltaly/977/vV99, noch van de 4 toegepasteatvirussen. Zo ontbreken bijvoorbeeld
gegevens over de ‘intraveneuze pathogeniteitsind@e#l). Ook zijn geen gegevens aangeleverd
waarin de constructie of typering van verkregenantgn bevestigd wordt. De COGEM is van
mening dat de aanvrager onvoldoende informatieneterdouwing heeft aangeleverd op grond
waarvan zij kan staven wat de pathogeniteitskenaemerkvan uitgangsvirusstam

Alturkey/ltaly/977/vV99 zijn. De COGEM wijst erop tdaiet wordt tegemoetgekomen aan de
eerste van de drie voorwaarden die zij gesteldthesfr omlaagschaling van werkzaamheden
met gg-FLUAV: Alturkey/Italy/977/V99 is geen nieirulente verzwakte laboratoriumstam. De
stam is een klinisch vogelgriepisolaat en is bijbeeld niet geattenueerd door middel van
veelvuldige celpassages.

Tijdens de epidemie van 1999/2000, toen A/turkely/l977/vV99 geisoleerd is, is laag
pathogeen aviair influenza (LPAI) virus H7N1 geéwesrd naar HPAI H7N1 virus doordat het
HA met enkelvoudige Kklievingplaats gemuteerd is rn@@n HA met een polybasische
klievingplaats’>“° De aanvrager geeft aan dat de voor de werkzaamhesteodigde MDCK- en
primaire dendritische cellen (kip) met (gg)-H7Nlirgecteerd zullen worden. De toegepaste
celkweeksystemen zullen niet gebruikt worden voerksveek of productie van (gg)-H7NL1.
Daardoor is er volgens de aanvrager geen risidoebpntstaan van mutaties in de klievingplaats
van het HA. De COGEM merkt op dat aviaire influenzeussen zich kunnen repliceren in
MDCK-cellen. Dit is de standaard cellijn voor hetdken van influenzavirusséok replicatie
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in dendritische cellen is mogelijk maar de effigiédijkt virusafhankelijk. Hoewel de COGEM
het optreden van mutaties tijdens replicatie irgelruikte celkweeksystemen ter hoogte van de
klievingplaats uiterst klein acht, kan zij dit nieitsluiten. Daardoor kan zij niet uitsluiten dat
tijdens de werkzaamheden HPAI kan ontstaan.

De aanvrager geeft aan dat de recombinante virusseheterologe NS1 eiwitten ‘waarschijnlijk
de afweerreactie tegen Alturkey/Italy/977/V99 zulleerbeteren waardoor de gg-FLUAV
stammen in virulentie en/of fitness zullen afneméét is de COGEM onduidelijk op welke
argumenten deze hypothese gebaseerd is. De COGEMendp dat het NS1 eiwit bijvoorbeeld
ook in verband wordt gebracht met cytokine disratiglwat tot een eventuele ‘cytokine storm’
kan leiden. De gevolgen van een dergelijke heftiggnuunreactie kunnen, wegens de
aangerichte onherstelbare schade aan vitale orgéateal zijn voor de geinfecteerde gastheer.
Op grond van de aangeleverde gegevens betreffem@denthozuurlengtes van de verschillende
NS1 eiwitten kan naar de mening van de COGEM metaorhand verhoging of verlaging van
virulentie en/of fitness voorspeld worden. Juist desultaten van de voorgenomen
werkzaamheden zullen dit moeten aantonen.

Samengevat is de COGEM van mening dat voor labduatbandelingen met H7N1
recombinanten op grond van de pathogeniteitskieasenet FLUAV, namelijk klasse 3, ML-III
inschaling van toepassing is. De aanvrager onderbonvoldoende dat de pathogeniteit van de
recombinanten vergelijkbaar is met de pathogenitgin niet-virulente of verzwakte
laboratoriumstammen zoals PR8 en WSN.

4.2 Aanvullende voorschriften

De COGEM stelt dat verspreiding van het aviaireFg@)AV dient te worden tegen gegaan en

dat contact met deze virussen geminimaliseerd demiorden om zo de kans op het optreden

van een onbedoelde infectie en vermenigvuldiging et gg-virus en de kans op het optreden

van ‘reassortment’ te reduceren. Hoewel de medesgitkandelingen uitvoeren in een klasse-Il

veiligheidskabinet kan de COGEM niet uitsluiten ggtvirus hieruit vrij komt. Daarom adviseert

zij, conform de adviezen die zij in het verledeefhepgesteld, dat:

- open handelingen plaatsvinden in een klasseiigheidskabinet

- het dragen van handschoenen verplicht is

- het dragen van een beschermende bril verplicbtridat H7 influenzavirussen ooginfecties
kunnen veroorzaken

- het dragen van een mond- en neuskapje (EuropEegeCertificeerd EN143 P2 of EN149
FFP2) verplicht is. Op deze wijze wordt de kanbepmetting verder gereduceerd.

- medewerkers gevaccineerd dienen te zijn met honfiddJAV om te voorkomen dat
‘reassortment’ kan optreden met wildtype FLUAV waear de medewerker drager is

- medewerkers met griepsymptomen uitgesloten digeemvorden van deelname aan de
werkzaamheden

Indien werkzaamheden onder ML-IIl inperking pla@atsen en voornoemde aanvullende
voorschriften in acht worden genomen, is de COGEM mening dat de risico’s voor mens en
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milieu verwaarloosbaar klein zijn. Onder deze vamawden acht zij het niet noodzakelijk dat
aanvullende quarantainemaatregelen, dat wil zedgeserste 72 uur geen contact met vogels en
geen bezoek aan kinderboerderij, dierentuin, pleghouderij of broederij, in acht worden
genomen.

5. Conclusie

De COGEM is van mening dat de aanvrager onvoldoemdierbouwing heeft aangeleverd die
inschaling van werkzaamheden met laag pathogeeti7gi- A/turkey/Italy/977/vV99 onder ML-

Il inperking rechtvaardigen. Zij adviseert daaroezel werkzaamheden onder ML-III inperking
uit te voeren en aanvullende voorschriften, waagohet verrichten van open handelingen in een
klasse Il veiligheidskabinet, in acht te nemen maamndt quarantainemaatregelen van
medewerkers daarbij niet noodzakelijk. Indien derka@amheden onder voornoemde
voorwaarden worden uitgevoerd acht zij de kans mpedoelde infectie, vermenigvuldiging en
verspreiding van het gg-virus, alsmede de kansebpfhtreden van ‘reassortment’ en de daarmee
gepaard gaande risico’s voor mens en milieu veravasipaar klein.
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