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ONDERWERP Adviesvraag Werkzaamheden met virus-like particles op niveau I (IG 24-138_2.8) 

 
 
Geachte heer Jansen, 
 
De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van de productiewerkzaamheden van 
virus-like particles (VLP’s), en de inschaling van infectiewerkzaamheden van verschillende 
cellijnen en muizen met de geproduceerde VLP’s (vergunningaanvraag IG 24-138_2.8-000). In het 
dossier ontbreekt echter essentiële informatie om een milieurisicobeoordeling te kunnen 
uitvoeren.  

1. Achtergrond 
De aanvrager van de vergunning is voornemens om in een aantal cellijnen zeven soorten VLP’s te 
produceren. De beoogde VLP’s zijn virusdeeltjes die zijn opgebouwd uit extern toegevoegde virale 
structurele eiwitten, maar bevatten niet virale genetische informatie om deze eiwitten te kunnen 
produceren. Deze VLP’s zullen gene-editing systemen bevatten, die in staat zijn om – na infectie – 
sequenties aan te passen in cellijnen of muizen. De aanvrager is voornemens vier verschillende 
systemen te gebruiken voor de gene-editing systemen en het verpakken ervan in de VLP’s.  
 
Het membraan van de VLP’s zal óf het VSV-G eiwit van Vesicular stomatitis Indiana virus (VSIV) 
bevatten, of het Fusion Glycoprotein type B2 (FuG-B2) eiwit. Dit is een fusie-eiwit waarbij de 
extracellulaire en transmembraandomeinen van Rabiës virus (RV-G) gefuseerd zijn met het 
cytoplasmatische domein van VSV-G. De andere structurele eiwitten betreffen of de Gag en Pol-
eiwitten afkomstig van het gammaretrovirus Moloney murine leukemia virus (MMLV), of een 
cellulair ‘retrotransponson-derived’ homoloog van het Gag-eiwit, PEG10. Het PEG10-eiwit kan 



afkomstig zijn van muizen of mensen. De aanvrager verzoekt de productiewerkzaamheden uit te 
voeren op ML-I, en de infectiewerkzaamheden van de cellijnen en muizen uit te mogen uitvoeren 
op respectievelijk ML-I en D-I. 
 
De COGEM heeft niet eerder over dit soort systemen geadviseerd. Er zijn verschillende mogelijke 
milieuveiligheidsrisico’s die voor dit soort systemen geïnventariseerd dienen te worden. Voor de 
productie van VLP’s gebaseerd op het gammaretrovirus MMLV moet in kaart worden gebracht of 
replicatiecompetent gammaretrovirus (RCR) zou kunnen ontstaan, door recombinatie tussen de 
verschillende productieplasmiden, of met eventueel aanwezige endogene of exogene 
gammaretrovirussequenties in de productiecellijn. Voor de infectiewerkzaamheden met VLP’s 
dient uitgezocht te worden of integratie kan optreden van viraal genetisch materiaal in het 
genoom van de getransduceerde cel. Ook dient nagegaan te worden of de VLP’s DNA- of RNA-
sequenties kunnen bevatten, en of deze sequenties zouden kunnen recombineren met 
(endogene) retrovirussen die eventueel in te infecteren muizen(cellen) aanwezig zijn. 

2. De ontbrekende informatie 
De aan de COGEM aangeleverde informatie is op verschillende punten niet toereikend om een 
milieurisicobeoordeling uit te kunnen voeren. De ontbrekende informatie betreft onder andere 
foutieve, ontoereikende of afwezige annotatie in de meegeleverde vectorkaartjes van 
verschillende vectoren. Hierdoor is niet duidelijk welke sequenties aanwezig zijn in de vectoren. 
Ook is voor veel vectoren niet (volledig) aangegeven van welk organisme verschillende elementen 
afkomstig zijn. 
 
Het aangeleverde dossier bevat op verschillende punten tegenstrijdige informatie. De aanvrager 
geeft aan dat er geen packagingsignaal in de PEG10-vector aanwezig is, terwijl bij gebruik van het 
PEG10-systeem het editingsysteem wel verpakt zal worden. De COGEM wijst erop dat de 
aanwezigheid van packagingsignalen van invloed kan zijn op de uitkomsten van de 
milieurisicobeoordeling.  
 
In het dossier wordt enkele malen dezelfde sequentie aangeduid als zowel intact, als ingekort 
(truncated). Dit betreft de sequentie die codeert voor het MMLV Gag-eiwit, die in verschillende 
vectoren aanwezig is. Een intacte gag-sequentie kan een packagingsignaal bevatten. Mogelijk 
bevatten de constructen ook een ‘primer binding site’ (PBS) die reverse-transcriptie kan 
faciliteren. Deze informatie is essentieel om de milieurisico’s in te schatten. Hiervoor dient onder 
andere de aan- of afwezigheid van deze onderdelen in alle vectoren met Gag-Pol, Gag- en PEG10-
sequenties gemotiveerd te worden, inclusief de cargo-RNA-constructen. Dit zou bijvoorbeeld 
aangetoond kunnen worden middels een ‘alignment’ van de vectorsequenties en het MMLV-
genoom of PEG10-gen, waarbij onder andere LTR’s (U3/R/U5), PBS-sequenties, 
packagingsignalen, evenals het begin en einde van de betreffende openreading frames (ORF’s) 
geannoteerd zijn. Als alternatief zou ook duidelijk aangegeven kunnen worden welke delen van 
welke sequenties gebruikt worden, waarbij de posities van de genoemde elementen worden 
vermeld. 



3. Conclusie 
In het aan de COGEM voorgelegde dossier ontbreekt essentiële informatie om een 
milieurisicobeoordeling uit te kunnen voeren. Alvorens de COGEM over de aangevraagde 
werkzaamheden kan adviseren, is het onder andere noodzakelijk dat alle elementen in de 
vectoren in de vectorkaartjes duidelijk geannoteerd zijn en dat de herkomst van de elementen 
aangegeven wordt. Ook is het van belang dat de aanvrager beweringen die van invloed zijn op de 
uitkomst van de milieurisicobeoordeling, bijvoorbeeld dat packaging van vectoren niet zou 
optreden, met gegevens onderbouwt. 
 
De COGEM merkt verder op dat de bovengenoemde tekortkomingen mogelijk niet limitatief zijn 
en dat ze niet kan uitsluiten dat na aanlevering van de hier gevraagde informatie, bij het opstellen 
van de milieurisicobeoordeling blijkt dat er nog andere gegevens ontbreken. 
 
 
Hoogachtend, 

 

Prof. dr. ing. Sybe Schaap 
Voorzitter COGEM 
 
c.c.        

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

Internationaal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Met het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM lid dr. M.B. Ekkelenkamp niet betrokken 
geweest bij de besluitvorming over dit advies.  
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