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Advies omlaagschaling werkzaamheden met gg-poliovirusstammen PV-MinXY
ONDERWERP en PV-MinzZ

Geachte mevrouw Heijnen,

Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende een 2.8 verzoek IG 20-113 2.8-002 van
Bilthoven Biologicals, getiteld ‘Omlaagschaling van werkzaamheden met gg-poliovirus-
stammen’, deelt de COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is verzocht te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met twee
verzwakte genetisch gemodificeerde (gg-) poliovirussen (PV-MinXY en PN-MinZ). Deze
gg-poliovirussen zijn gebaseerd op wildtype poliovirus type 1, maar bevatten wijzigingen
(zogenaamde codon deoptimalisatie) in het deel van het genoom, dat codeert voor de
capside-eiwitten. Codon-deoptimalisatie leidt niet tot verandering van de capside-eiwitten
zelf, maar heeft wel invloed op de eigenschappen van het virus.

Polio is een ziekte die voornamelijk kinderen treft onder de vijf jaar en in ernstige gevallen
leidt tot verlamming of zelfs een dodelijke afloop kan hebben. Van het poliovirus worden
drie typen onderscheiden. Gezien de voortgang met betrekking tot de uitroeiing van het
poliovirus wereldwijd, is in 2017 poliovirus type 2 in een hogere pathogeniteitsklasse
geplaatst (van 2 naar 3). Vanaf januari 2023 geldt dit ook voor poliovirus type 1 en 3. Als
gevolg hiervan dienen werkzaamheden met gg-poliovirussen standaard op inperkings-
niveau Il uitgevoerd te worden. Gezien het verzwakte karakter van de gg-poliovirussen
verzoekt de vergunningaanvrager om de werkzaamheden op inperkingsniveau Il uit te
mogen voeren.

De COGEM acht PV-MinXY en PN-MinZ verzwakt ten opzichte van het wildtype
poliovirus. De COGEM is van oordeel dat werkzaamheden met PV-MinXY en PN-MinZ
uitgevoerd kunnen worden op ML-II met inachtneming van enkele aanvullende voor-
schriften. Op dit inperkingsniveau en met de aanvullende voorschriften is de COGEM van
oordeel dat de risico’s voor mens en milieu van de voorgenomen werkzaamheden
verwaarloosbaar Kklein 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



Omlaagschaling van werkzaamheden met
twee codonpaar-gedeoptimaliseerde poliovirussen

COGEM advies CGM/221220-02

1. Inleiding en achtergrond

De COGEM is gevraagd te adviseren over een verzoek tot omlaagschaling van werkzaamheden met
twee genetisch gemodificeerde (gg-) poliovirussen, ingediend door Bilthoven Biologicals B.V. (1G 20-
113). Deze twee gg-poliovirussen, PV-MinXY en PV-MinZ, zijn volledig synthetisch gemaakt en zijn
gebaseerd op wildtype poliovirus type 1 (Mahoney stam), waarbij in een deel van het genoom dat codeert
voor de structurele eiwitten de codonparen zijn gedeoptimaliseerd. De gg-virussen zijn verkregen van
een derde partij en zullen door de aanvrager gebruikt worden voor verschillende testen.

Van het poliovirus worden drie serotypen onderscheiden. In het verleden waren alle drie de typen
ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2. In 2015 heeft de WHO verklaard dat poliovirus type 2 wereldwijd
uitgeroeid was. Mede met het oog hierop heeft de COGEM in 2017 poliovirus type 2 ingedeeld in
pathogeniteitsklasse 3.1 In 2019 is ook poliovirus type 3 uitgeroeid verklaard door de WHO. Poliovirus
type 1 is nog niet uitgeroeid, maar het aantal wereldwijde besmettingen met dit type is sterk
teruggedrongen. In 2021 heeft de COGEM daarom geadviseerd om ook poliovirus type 1 en 3 in te
delen in pathogeniteitsklasse 3.2 Deze wijziging zal in de Regeling ggo doorgevoerd worden per 1
januari 2023. Dit betekent dat vanaf januari 2023 werkzaamheden met alle poliovirussen plaats dienen
te vinden op ML-II1. ® De huidige vergunning- en adviesvraag is vooruitlopend op deze wijziging. De
aanvrager is van mening dat de gg-poliovirussen PV-MinXY en PV-MinZ in de onderhavige aanvraag
geattenueerd zijn, en verzoekt de werkzaamheden op ML-II inperkingsniveau te mogen uitvoeren.

2. Informatie over het poliovirus

2.1 Genoomorganisatie
Het poliovirus behoort tot de soort Enterovirus C, het genus Enterovirus en de familie Picornaviridae.*
Het virus heeft een enkelstrengs positief RNA-genoom van ongeveer 7,5 kb.® Op het RNA ligt één groot
‘open reading frame’ (ORF), geflankeerd door een 5’ en een 3’ “‘untranslated region’ (UTR). Het ORF
codeert voor één polyproteine, dat wordt gesplitst in meer dan 15 (intermediaire) eiwitten,® en kan
onderverdeeld worden in drie secties: P1, P2 en P3. In P1 bevindt zich de sequentie die codeert voor de
vier verschillende structurele eiwitten, VP1, VP2, VP3 en VP4. Sectie P2 bevat de sequenties voor
productie van de eiwitten 2A, 2B en 2C, en sectie P3 codeert voor de eiwitten VVPg (‘viral protein
genome-linked”), 3A, 3C en 3D (RNA-afhankelijke RNA polymerase).” De eiwitten uit P2 en P3 zijn
onder andere betrokken bij de klieving van het polyproteine en de replicatie van het virale genoom.
Het poliovirus heeft een eiwitmantel bestaande uit 60 kopieén van de vier structurele eiwitten, VP1,
VP2, VP3 en VP4. VP1, VP2, en VP3 liggen aan het oppervlak van de virusmantel en VP4 bevindt zich
binnenin de eiwitmantel.® Om een gastheercel binnen te dringen, bindt het poliovirus aan de CD155
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receptor (ook wel poliovirusreceptor (PVR) genoemd), een transmembraan-glycoproteine dat onderdeel
is van de immunoglobuline superfamilie.>®

2.2 Ziektebeeld
Het poliovirus is de veroorzaker van de ziekte poliomyelitis, ook wel polio genoemd, die voornamelijk
kinderen onder de vijf jaar treft. Polio is een zeer besmettelijke ziekte die het zenuwstelstel aan kan
tasten en verlamming kan veroorzaken. Er is geen geneesmiddel tegen deze ziekte beschikbaar. De
meeste mensen die geinfecteerd raken (90%), ervaren geen of milde symptomen. Anderen kunnen als
symptomen koorts, vermoeidheid, hoofdpijn, overgeven, stijve nek en pijn aan de ledematen ervaren.
Eén op de 200 infecties leidt tot verlamming. Ongeveer 5 tot 10% van de patiénten waarbij verlamming
optreedt, overlijdt door verlamming van de spieren die betrokken zijn bij de ademhaling.*®

Het poliovirus wordt primair verspreid via de fecale-orale route, bijvoorbeeld door het binnenkrijgen
van met feces besmet water of voedsel. In het begin van een infectie is het virus in het slijmvlies van de
bovenste luchtwegen aantoonbaar. Gedurende deze korte periode bestaat de kans dat het virus met
druppeltjes wordt uitgehoest en is besmetting via de orale-orale route mogelijk.**2 Na infectie bereikt
het virus via de maag de darmen, waar het repliceert in het intestinale slijmvlies en gedurende 2 tot 8
weken na infectie uitgescheiden kan worden via de ontlasting.*® Vanuit de slijmvliezen kan het virus de
cervicale en mesenterische lymfeklieren (i.e., in de hals en buikholte) binnendringen en op deze manier
in de bloedsomloop terecht komen. In zeldzame gevallen kan het virus het centrale zenuwstelsel
binnendringen (via de bloed-hersenbarriére of via neuronen) en vermenigvuldigen in motorneuronen in
het ruggenmerg, de hersenstam of de motorische schors. Hierdoor kunnen zenuwen beschadigd raken
en verlammingsverschijnselen ontstaan.>*

2.3 Vaccinatie tegen polio
Er zijn twee verschillende soorten vaccins beschikbaar tegen polio; het Sabin levend geattenueerd oraal
poliovirus vaccin (OPV) en het Salk geinactiveerde poliovirus vaccin (IPV).** Het OPV wordt oraal
toegediend en kan gedurende enkele weken na orale vaccinatie repliceren in de darmen en uitgescheiden
worden in ontlasting.'* In gebieden met slechte hygiéne kan dit ertoe leiden dat derden worden
gevaccineerd door besmetting met uitgescheiden vaccinvirus. In zeldzame gevallen kan het OPV door
enkele puntmutaties reverteren naar een virulente variant van het virus, ook wel ‘circulating vaccine-
derived poliovirus’ (cVDPV) genoemd, dat ook verlammingsverschijnselen kan veroorzaken (‘vaccine-
associated paralytic polio” VAPP). Het grootste aandeel van de cVDPV gevallen wordt veroorzaakt door
OPV afgeleid van poliovirus type 2 (OPV2). Sinds 2020 is het gebruik van een nieuw OPV2 (nOPV?2),
dat stabieler is en waarbij reversie naar een virulenter fenotype nog niet is waargenomen,®1’ toegestaan
via de ‘Emergency Use Listing” (EUL) procedure van de WHO.*®

Het IPV is een trivalent vaccin dat bescherming biedt tegen de drie typen poliovirus en via een
injectie in de arm of in het been (subcutaan of intramusculair) wordt toegediend.!* Na vaccinatie met
IPV blijft de immuniteit in de darm laag.*? Hierdoor kan een wildtype poliovirus na infectie van een
IPV-gevaccineerde, nog repliceren in de darm en uitgescheiden worden in de ontlasting. Het IPV is
daarom minder geschikt om verspreiding van het poliovirus tegen te gaan.1%2
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3. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager is voornemens werkzaamheden (infectie en productie in animale cellen) met de
gesynthetiseerde poliovirussen PV-MinXY en PV-MinZ uit te voeren. Deze gg-poliovirussen zijn
verkregen van een derde partij.

PV-MinXY en PV-MinZ zijn afgeleid van de wildtype poliovirus type 1 stam Mahoney en zijn
beschreven in Coleman et al. in 2008.%* PV-MinXY en PV-MinZ bevatten dezelfde eiwitten als het
wildtype poliovirus type 1 (Mahoney), maar in de twee stammen heeft codonpaar-deoptimalisatie
plaatsgevonden in een deel van de P1 regio, dat codeert voor de structurele eiwitten VP1 t/m VVP4. Deze
codonpaar-deoptimalisatie berust op het gebruik van synonieme codons: verschillende codons die
coderen voor hetzelfde aminozuur. Sommige codons worden vaker gebruikt dan andere codons, deze
voorkeur wordt ook ‘codon bias’ genoemd. Los daarvan bestaan er codonparen: codons die vaak naast
een bepaald codon worden gevonden, maar minder vaak naast een synoniem van dit codon. Dit is de
‘codon pair bias’. Bij codonpaar-deoptimalisatie worden in het virale genoom de veelvoorkomende
codonparen vervangen door synonieme codonparen die minder vaak voorkomen.

PV-MinXY en PV-MinZ zijn subklonen van PV-Min; een type 1 poliovirus waarbij de gehele P1-regio
is gehercodeed met codonparen die ondervertegenwoordigd zijn in het humane genoom, een
zogenoemde negatieve ‘codon pair bias’.??> Van het PV-Min konden echter geen virusdeeltjes
verkregen worden na transfectie van het (synthetische) RNA-genoom in cellen. Daarom zijn
verschillende subtypes geconstrueerd waarin delen van de P1-regio codon gedeoptimaliseerd zijn. In
PV-MinXY is het eerste 2/3% deel van de P1-regio gehercodeerd en deze stam bevat 407 mutaties ten
opzichte van het wildtype poliovirus. PV-MinZ bevat het laatste 1/3° deel van de gehercodeerde P1-
regio van PV-Min, en bevat 224 mutaties ten opzichte van wildtype poliovirus type 1.

De aanvrager verzoekt algemene werkzaamheden met deze gg-poliovirussen uit te voeren op ML-11 met
inbegrip van de volgende voorschriften:

- Medewerkers zijn gevaccineerd tegen poliomyelitis;

- Tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen;

- Open handelingen worden in een veiligheidskabinet van klasse Il uitgevoerd.

4. Eerder COGEM advies

In 2017 heeft de COGEM een advies uitgebracht over de omlaagschaling van werkzaamheden met
chimere gg-poliovirussen afgeleid van een verzwakte poliovirus type 3 vaccinstam waarbij, naast enkele
mutaties, de P1-regio van poliovirus type 3 is vervangen door de P1-sequentie van poliovirus type 2
vaccinstammen.? De COGEM achtte de kandidaat vaccinstammen meer geattenueerd dan de Sabin type
3 vaccinstam (OPV3), de kans op het ontstaan van een meer virulent gg-poliovirus tijdens de
werkzaamheden verwaarloosbaar klein, en de kans op verspreiding naar het milieu eveneens
verwaarloosbaar klein. De COGEM kon instemmen met omlaagschaling naar ML-11, onder navolging
van de volgende aanvullende werkvoorschriften:

COGEM advies CGM/221220-02 3



- Gastheermateriaal dient vrij te zijn van poliovirussen, of andere verwante virussen (type C
enterovirussen);

- Tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen;

- Laboratoriumpersoneel mag geen activiteiten verrichten wanneer zij niet gevaccineerd zijn tegen
poliovirus typen 1, 2 en 3;

- Open handelingen worden uitgevoerd in een VK-I11 kabinet.

In 2019 heeft de COGEM positief geadviseerd over de omlaagschaling (van ML-I1I naar ML-I1) van
werkzaamheden met zes gg-poliovirussen, waarvan twee vaccinstammen afgeleid van de Sabin type 2
vaccinstam (S2/cre5/S15domV/recl/hifi3 en S2/S15domV/CpG40), en 4 chimere virussen waarbij de
P1-regio van S2/cre5/S15domV/rec1/hifi3 vervangen is door de - al dan niet codon-gedeoptimaliseerde
- P1-regio van Sabin poliovirus type 1 of type 3. De COGEM achtte de kandidaat vaccinstammen meer
geattenueerd dan de Sabin vaccinstammen (OPV1-3), die geattenueerd zijn ten opzichte van wildtype
poliovirus type 1, 2 en 3. Ook achtte de COGEM de genetische stabiliteit verbeterd ten opzichte van de
Sabin vaccinstammen (OPV1-3), en de kans op verspreiding naar het milieu verwaarloosbaar klein
wanneer de werkzaamheden worden uitgevoerd op ML-11 met de aanvullende werkvoorschriften zoals
ook in het advies uit 2017 (zie hierboven) genoemd zijn.

5. Overweging en advies

Met de aankondiging van de verhoging van de pathogeniteitsklasse van poliovirus type 1 en 3 in de
Regeling ggo per 1 januari 2023, zullen met ingang van het nieuwe jaar alle werkzaamheden met gg-
poliovirussen standaard op ML-11l worden ingeschaald. De aanvrager is voornemens werkzaamheden
uit te voeren met de gg-poliovirusstammen PV-MinXY en PV-MinZ (verkregen van een derde partij)
en is van mening dat deze stammen voldoende geattenueerd en veilig zijn, waardoor ze gehanteerd
kunnen worden onder ML-II omstandigheden. Ter onderbouwing heeft de aanvrager een
wetenschappelijke publicatie?! aangeleverd waarin de twee stammen beschreven zijn en waarin
experimenten met deze virussen zijn uitgevoerd om de mate van attenuatie en stabiliteit vast te stellen.

5.1 Attenuatie van PV-MinXY en PV-MinZ

In de PV-MinXY en PV-MinZ stammen is een deel van de P1-regio gehercodeerd; er zijn synonieme
codonparen gebruikt die ondervertegenwoordigd zijn in het humane genoom, maar die geen wijziging
in de aminozuurvolgorde veroorzaken. Deze stammen zijn in de studie vergeleken met wildtype
poliovirus 1.

Van codonpaar-deoptimalisatie is vaker aangetoond dat dit leidt tot attenuatie van virussen. Een studie
met een influenzavirus heeft aangetoond dat codonpaar-deoptimalisatie leidt tot minder stabiel mMRNA
en minder efficiénte translatie, waardoor de eiwitproductie afneemt en attenuatie kan optreden door
verminderde virusproductie.?® Codonpaar-deoptimalisatie is bij meerdere virussen toegepast ten
behoeve van vaccinontwikkeling, waaronder influenzavirus?® Marek’s disease virus?’, Dengue virus?,
SARS-CoV-2?° en Zika virus®.
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Codonpaar-deoptimalisatie heeft ook een indirect effect op de verandering van de ‘dinucleotide bias’.
Door sommigen wordt verondersteld dat de attenuatie van het poliovirus door middel van codonpaar-
deoptimalisatie voor een belangrijk deel (of zelfs volledig) berust op veranderingen in de dinucleotide
bias.3* Over het moleculaire mechanisme achter de attenuatie, door codonpaar-deoptimalisatie en/of
dinucleotide bias, heerst nog discussie in het wetenschappelijke veld.3%3

Bij onderzoek naar de groeikarakteristieken van de codonpaar-gedeoptimaliseerde poliovirussen PV-
MinXY en PV-MinZ, bleek dat er tien keer minder PV-MinXY en PV-MinZ virusdeeltjes werden
geproduceerd per geinfecteerde cel (HeLa R19) ten opzichte van het wildtype poliovirus. Wanneer
gekeken werd naar het aantal virusdeeltjes dat nodig is voor het vormen van een plaque (“plague forming
units’, PFU), werd vastgesteld dat voor de PV-MinXY en PV-MinZ stammen 100 keer meer
virusdeeltjes vereist waren ten opzicht van wildtype virus.

Virulentieonderzoek met de PV-MinXY en PV-MinZ stammen is gedaan in transgene (CD155 tg,
ook wel TgPVR) muizen? die de poliovirusreceptor tot expressie brengen. Hierbij zijn de stammen via
intracerebrale injectie aan de muizen toegediend. Om een PLDsp te bereiken, - het aantal virusdeeltjes
dat nodig is om verlammingsverschijnselen in 50% van de geinfecteerde muizen te veroorzaken -, waren
1.000 keer meer PV-MinXY en PV-MinZ virusdeeltjes nodig ten opzichte van de wildtype stam.?

Ook werd na herhaalde toediening van PV-MinXY en PV-MinZ in de CD155tg-muizen (eens per
week gedurende drie weken) een immuunrespons opgewekt in de transgene muizen die bescherming
bood bij een “‘challenge’ met wildtype poliovirus. Hierbij werden geen verlammingsverschijnselen of
tekenen van spierzwakte (parese) waargenomen.

Onderzoek naar het effect van codonpaar-deoptimalisatie op de translatie van de P1-regio wees uit
dat deze minder efficiént is in de PV-MinXY en PV-MinZ virussen. Door gebruik te maken van een
bicistronische reporter die codeert voor het luciferase-eiwit, kon gemeten worden dat de luciferase-
activiteit in de PV-MinXY en PV-MinZ virussen ongeveer 50% (PV-MinXY) en 70% (PV-MinZ)
verlaagd was ten opzichte van het wildtype poliovirus.?

Gebaseerd op de beschikbare gegevens van de gg-poliovirussen PV-MinXY en PV-MinZ, is de COGEM
van oordeel dat deze gg-poliovirussen geattenueerd zijn ten opzichte van het wildtype poliovirus 1.

5.2 Genetische stabiliteit in celkweek

Het is bekend dat de Sabin poliovirusvaccins (OPVs) kunnen reverteren naar een fenotype met een
hogere fitness (spreidend vermogen). Het OPV1 verschilt in 57 nucleotiden van het wildtype, waarvan
er vijf betrokken lijken te zijn bij attenuatie.?’3* Voor OPV2 is niet geheel duidelijk hoeveel
sequentieverschillen er zijn met het wildtype, maar er zijn slechts twee mutaties verantwoordelijk voor
attenuatie. OPV3 verschilt in 10 nucleotiden van het wildtype, waarvan drie mutaties betrokken lijken
te zijn bij attenuatie.* In de onderhavige aanvraag wordt gebruik gemaakt van twee codonpaar-
gedeoptimaliseede poliovirussen. Deze virussen bevatten honderden mutaties (407 in PV-MinXY en

@ Het gebruik van transgene muizen die de poliovirus receptor tot expressie brengen, wordt door de WHO sinds 2003
geaccepteerd als alternatief voor het gebruik van apen voor neurovirulentietesten van poliovirus vaccins. Bulletin of the
World Health Organization, 16 May 2003, 81(4):251-260
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224 in PV-MinZ), waarmee de kans op reversie naar een virus met een hogere fitness sterk verminderd
wordt. Hoe groot deze kans is, is afhankelijk van de functie van de mutaties; als er slechts een klein
aandeel betrokken is bij de attenuatie, dan zal reversie eerder optreden. De PV-MinXY en PV-MinZ zijn
daarom meerdere keren gepasseerd in HeLa R19 cellen, met een ‘multiplicity of infection” (MOQI) van
0,5. Na 17 passages voor PV-MinXY en 19 passages van PV-MinZ werden geen fenotypische
veranderingen gedetecteerd, i.e., geen veranderingen in titer of in het optreden van een cytopatisch
effect.! Ook is met sequentieanalyse de stabiliteit van de gepasseerde virussen onderzocht, en hieruit
bleek dat er geen nucleotidewijzigingen opgetreden zijn in de codon-gedeoptimaliseerde regio.?! Met
betrekking tot de hitte stabiliteit van PV-MinXY en PV-MinZ, bleek er geen verschil te zijn ten opzichte
van het wildtype poliovirus.

De aanvrager is van mening dat het risico op terugmutatie van deze twee stammen tot pathogene
poliostammen zo goed als nihil is door het grote aantal veranderingen in de PV-MinXY en PV-MinZ
stammen.

De COGEM is van oordeel dat de beschreven resultaten van de in vitro testen afdoende aantonen dat er
geen reversie heeft plaatsgevonden naar een virus met een hogere fitness nadat de gg-poliovirussen PV-
MinXY en PV-MinZ 17 tot 19 passages zijn gekweekt.

In de beschikbare informatie over de stammen is niet vermeld hoe de virussen na deze passages zijn
gesequenced (deep sequencing of consensus sequencing), het is daarom niet uit te sluiten dat in
individuele virussen toch een of meerdere van de aangebrachte mutaties zijn gereverteerd. De COGEM
merkt op dat ondanks het grote aantal mutaties niet uitgesloten kan worden dat bij vaker passeren in
vitro of bij replicatie in vivo, mutaties zullen ontstaan in het genoom die het verzwakte fenotype van
PV-MinXY en PV-MinZ kunnen compenseren. Daarnaast is niet bekend welke mutaties, of hoeveel, er
essentieel zijn voor het geattenueerde fenotype deze stammen. Omdat de beschikbare informatie over
deze stammen beperkt is, adviseert de COGEM een limiet aan te houden waarbij niet meer dan 17 keer
wordt gepasseerd voor werkzaamheden onder ML-II.

5.3 Inperking en verspreiding

Met het oog op de voortgang van de wereldwijde uitroeiing van poliovirussen en de strengere
inperkingseisen die daarmee gepaard gaan, dient de kans op uitsleep uit het laboratorium, bijvoorbeeld
via een geinfecteerde medewerker, tot een minimum beperkt te worden. Poliovirus wordt primair
verspreid via de fecale-orale route, maar kan aan het begin van een infectie via druppeltjes worden
uitgehoest. Van de PV-MinXY en PV-MinZ stammen zijn geen gegevens overlegd met betrekking tot
het transmissiepotentieel of de persistentie in het milieu.

De aanvrager is van mening dat door dat door de homologe veranderingen van de structurele eiwitten,
veranderingen in tropisme of gastheerbereik onwaarschijnlijk zijn. De COGEM deelt deze mening en is
verder van oordeel dat, ondanks dat er geen transmissiestudies zijn uitgevoerd, het aannemelijk is dat
de verspreiding van PV-MinXY en PV-MinZ beperkter zal zijn dan voor het wildtype virus, vanwege
de inefficiéntere replicatie en lagere infectiviteit (zoals waargenomen bij de PLDso in transgene muizen)
die beschreven zijn voor deze stammen.
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Bij laboratoriumwerkzaamheden bestaat de mogelijkheid dat een medewerker geinfecteerd raakt met de
kandidaat vaccinstammen. Om infectie van medewerkers en uitsleep uit het laboratorium te voorkomen,
is de aanvrager voornemens om aanvullende werkvoorschriften te hanteren: dragen van handschoenen,
open handelingen uitvoeren in een VK-II kabinet, en het laboratoriumpersoneel vaccineren tegen
poliovirus typen 1, 2 en 3.

De COGEM is van oordeel dat de twee codonpaar-gedeoptimaliseerde poliovirussen geattenueerd zijn
ten opzichte van wildtype poliovirus 1.

5.4 Recombinatie en complementatie

Een punt van aandacht is dat er gedurende werkzaamheden met animale cellen recombinatie of
complementatie met andere poliovirussen of type C enterovirussen kan optreden, waardoor een virulent
gg-poliovirus zou kunnen ontstaan.®>3® Om dit te voorkomen, adviseert de COGEM dat het
gastheermateriaal vrij dient te zijn van poliovirussen, of andere verwante virussen (type C
enterovirussen).

De COGEM merkt tevens op dat in PV-MinXY is het eerste 2/3e deel van de P1-regio gehercodeerd is,
en in PV-MinZ het laatste 1/3e deel van de P1-regio. Wanneer deze virussen samen in een kweek terecht
komen, zou er door eventuele recombinatie een wildtype poliovirus 1 kunnen ontstaan. De COGEM
adviseert derhalve om alle werkzaamheden met deze twee varianten strikt gescheiden te houden.

6. Conclusie
Alles in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat de werkzaamheden met de PV-MinXY en
PV-MinZ poliovirussen plaats kunnen vinden op ML-II inperkingsniveau, waarbij de COGEM instemt
met de door de aanvrager voorgestelde aanvullende werkvoorschriften:
- Tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen;
- Laboratoriumpersoneel mag geen activiteiten verrichten wanneer zij niet gevaccineerd zijn
tegen poliovirus typen 1, 2 en 3;
- Open handelingen worden uitgevoerd in een VK-II kabinet.
Daarnaast adviseert de COGEM bij de werkzaamheden het volgende aanvullende werkvoorschrift in
acht te nemen:
- Gastheermateriaal dient vrij te zijn van poliovirussen, of andere verwante virussen (type C
enterovirussen);
- Werkzaamheden met PV-MinXY en PV-MinZ blijven strikt gescheiden om recombinatie,
waarbij wildtype poliovirus 1 kan ontstaan, te voorkomen;
- De PV-MinXY en PV-MinZ virussen worden niet vaker dan 17x gepasseerd.

Op dit inperkingsniveau en met inachtneming van de aanvullende werkvoorschriften is de COGEM van

oordeel dat de risico’s voor mens en milieu van de voorgenomen werkzaamheden verwaarloosbaar klein
zijn.
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7. WHO eisen voor werk met geattenueerde infectieuze poliovirussen

De COGEM is van oordeel dat de PV-MinXY en PV-MinZ stammen geattenueerd zijn ten opzichte van
wildtype poliovirus 1. De COGEM wijst erop dat de WHO eisen stelt aan het werken met poliovirussen,
vanwege de voortgang van de wereldwijde uitroeiing van deze virussen. Volgens de eradicatiestrategie
van het Global Polio Eradication Initiative (GPEI)* en het WHO Global Action Plan (GAP-1V)* dienen
alle werkzaamheden met poliovirusmateriaal op een hoger inperkingsniveau plaats te vinden om
herintroductie van poliovirussen te voorkomen.

In het GAP-IV van de WHO wordt voor werkzaamheden met nieuwe infectieuze poliovirusstammen
de mogelijkheid voor omlaagschaling aangeboden, indien de nieuwe stammen sterker geattenueerd,
minder pathogeen en veiliger zijn dan de Sabin (OPV) stammen.®® Dit kan door een expert panel (de
‘Containment Advisory Group’ (CAG)) worden vastgesteld op basis van een vergelijking met de Sabin
vaccinstammen met betrekking tot 1) de mate en stabiliteit van verzwakking; 2) de neurovirulentie in
diermodellen; 3) de replicatieve fitness; en 4) het potentieel voor overdracht van persoon op persoon.®

De twee poliovirussen in onderhavige aanvraag zijn afgeleid van wildtype poliovirus 1, en zijn niet
eerder door de CAG beoordeeld. In de beperkt beschikbare informatie over PV-MinXY en PV-MinZ is
alleen een vergelijking gemaakt tussen deze poliovirussen en wildtype poliovirus 1. De COGEM is van
oordeel dat het daarom niet mogelijk is om een uitspraak te doen over de mate van attenuatie van PV-
MinXY en PV-MinZ ten opzichte van de Sabin vaccinstammen. Deze vergelijking is niet noodzakelijk
om omlaagschaling naar ML-1I te kunnen adviseren onder de ggo-regelgeving, maar de COGEM
signaleert dat mogelijk niet voldaan wordt aan alle criteria die de WHO hanteert voor omlaagschaling.
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