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Geachte mevrouw Bertram,
Naar aanleiding van een adviesvraag betreffende het dossier IG 260029_001 getiteld 'Genetische

modificatie Schizochytrium ATCC 20888’, ingediend door DSM Food Specialties B.V., deelt de
COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is verzocht te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch
gemodificeerde (gg-)ééncelligen uit het geslacht Schizochytrium (waaronder stam ATCC 20888)
op ML-I. Deze eencellige protisten produceren van nature vetzuren, en de aanvrager wil in deze
organismen genen introduceren om deze productie te optimaliseren. Verzocht wordt om de
werkzaamheden op ML-I uit te voeren, met aanvullende voorschriften voor werkzaamheden
in kleine bioreactoren. Ook wordt de COGEM gevraagd of Schizochytrium stam ATCC 20888 op
Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo geplaatst kan worden. In deze lijst worden niet-
ziekteverwekkende organismen opgenomen.

Eéncelligen uit het geslacht Schizochytrium komen voor in zeewater. Voor hun groei zijn ze
afhankelijk van zout. De vetzuren die ze produceren, worden in de voedingsindustrie gebruikt
als voedingssupplement of -additief voor mens en dier. Er zijn geen aanwijzingen dat deze
ééncellig protisten ziekteverwekkend zijn voor mens, dier of plant. Op basis van de niet-
ziekteverwekkende eigenschappen en de lange historie van veilig gebruik, stemt de COGEM in
met een inschaling op ML-| voor werkzaamheden met de huidige beschreven Schizochytrium-
protisten. De COGEM is van oordeel dat bij uitvoering van de voorgenomen werkzaamheden
op dit inperkingsniveau en onder navolging van de aanvullende voorwaarden, de risico’s voor
mens en milieu verwaarloosbaar klein zijn. De COGEM adviseert Schizochytrium stam ATCC
20888 op Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo te plaatsen.




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 gg-Schizochytrium sp. op ML-I
COGEM-advies CGM/260401-01

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van werkzaamheden met genetisch
gemodificeerde protisten (genus Schizochytrium S.Goldst. & Belsky ex Raghuk., 1988) op ML-I (IG
260029). Het verzoek is afkomstig van DSM Food Specialties B.V. De aanvrager is voornemens de
Schizochytrium stam ATCC 20888 genetisch te modificeren om een verbeterde productie van omega-3
meervoudig onverzadigde vetzuren te bereiken, en hier kleinschalige werkzaamheden mee uit te
voeren. De aanvrager verzoekt deze werkzaamheden op ML-1 ook met andere stammen/isolaten
binnen het genus Schizochytrium (oftewel Schizochytrium sp.) uit te mogen voeren.

De COGEM is gevraagd of zij kan instemmen met een inschaling op ML-I met aanvullende
voorschriften voor gg-Schizochytrium ATCC 20888 en andere stammen/isolaten binnen het genus
Schizochytrium. Daarnaast is zij gevraagd of de Schizochytrium stam ATCC 20888 in aanmerking komtvoor
plaatsing op Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo." Deze bijlage bestaat uit lijsten van
gastheerorganismen die apathogeen zijn voor mens, dier of plant. Opname op deze lijst betekent dat
met het betreffende micro-organisme onder ML-I laboratoriumcondities ggo’s vervaardigd mogen
worden, mits hierbij vectoren worden gebruikt die wél, of inserties worden gebruikt die niet, op de A-
lijsten staan (lijst A2 veilige vectoren en lijst A3 inserties).

2. Achtergrondinformatie over Schizochytrium
Het genus Schizochytrium behoort tot de familie Thraustochytriaceae. Organismen uit het genus
Schizochytrium zijn eukaryotische ééncellige protisten (Clade Stramenopila) die in de zee voorkomen.
Voor de groei zijn de cellen afhankelijk van hoge concentraties zout.>>4 Thraustochytriden worden
soms foutief aangeduid als algen.2 Omdat zij geen gebruik maken van fotosynthese en niet beschikken
over plastiden, is deze benaming onjuist.>

Schizochytrium-protisten spelen een rol in de nutriéntencycli in mariene omgevingen; zij breken
organisch materiaal af en leveren essentiéle vetzuren aan zodplankton en kleine vissen. Ze bevatten
geen chloroplasten en hebben geen licht nodig voor de groei.>%7 Deze protisten kunnen zodsporen
vormen, die twee flagellen bevatten en in aquatische milieus kunnen verspreiden om nieuwe
voedingsbronnen te vinden. Schizochytrium sp. produceren van nature meervoudig onverzadigde
vetzuren (‘polyunsturated fatty acids’, PUFA’s), in het bijzonder docosahexaeenzuur (DHA), en worden
in de voedselindustrie gebruikt voor de productie van voedingssupplementen voor mens en dier.%9 ™

2.1 Schizochytrium taxonomie

In 2007 is het genus Schizochytrium taxonomisch opnieuw ingericht op basis van morfologie, chemo-
taxonomie en 185 rRNA genfylogenie.® Hierbij zijn enkele soorten die voorheen tot het genus
Schizochytrium behoorden (namelijk Schizochytrium limacinum, Schizochytrium mangrovei, Schizochytrium
octosporum en Schizochytrium minutum) in andere genera onder dezelfde familie geplaatst (respectievelijk

a. Het begrip ‘algen’ is een brede verzamelnaam voor diverse groepen autotrofe organismen die licht (fotosynthese) of
anorganische chemische reacties (chemosynthese) als energiebron gebruiken. Zij vormen geen monofyletische groep,
en zijn daardoor lastig als groep te definiéren.
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Aurantiochytrium limacinum, Aurantiochytrium mangrovei, Oblongichytrium octosporum en Oblongichytrium
minutum). Het genus Schizochytrium sensu stricto omvat Schizochytrium aggregatum als typesoort en tevens
enige soort, en de stam S. aggregatum ATCC 28209.% Voor veel isolaten/stammen is geen soort-
aanduiding bekend of vastgesteld, deze worden in de literatuur als Schizochytrium sp. aangeduid.

Er zijn veel verschillende Schizochytrium-isolaten en -stammen beschreven,™ die gebruikt worden in
onderzoek en voor de bereiding van zogenoemde ‘algenolie’. Isolaten uit de natuur worden in
laboratoria vaak verder ontwikkeld door middel van evolutionaire adaptatie, mutagenese of
genetische modificatie, om de productie van vetzuren te verhogen.'>3 Veelal wordt in de
wetenschappelijke literatuur gesproken over Schizochytrium sp. in algemene zin en wordt een stam-
aanduiding niet altijd vermeld.

De Schizochytrium stam ATCC 20888 is geisoleerd uit estuariumwater in California, Verenigde
Staten.™#Verbeterde productiestammen afgeleid van ditisolaat zijn als eerste beoordeeld, enin Europa
geschikt bevonden, voor de productie van DHA-verrijkte olie geschikt voor humane consumptie.’s Van
Schizochytrium sp. ATCC 20888 worden ook gg-varianten ontwikkeld om een betere opbrengst te
bewerkstelligen.®

2.2 Toepassingen met Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp. worden binnen de voedselindustrie gebruikt voor de productie van ‘algenolie’, dat
toegepast wordt als alternatief voor visolie in voedingssupplementen en -additieven voor mens en
dier.’>7 De olie geisoleerd uit verschillende Schizochytrium-stammen is sinds 2003 geschikt bevonden
voor humane consumptie (waaronder in babyvoeding) en op de Europese markt toegelaten.z819.20.21
In de Verenigde Staten is ook een ‘generally regarded as safe’ (GRAS) status toegekend aan DHA-olie
van Schizochytrium sp.??

Naast de olie wordt ook de residuele biomassa (bestaande uit eiwit van de microbiéle celwand en
energie van de overgebleven olie) dat overblijft na het isoleren van de olie als veevoer gebruikt.?
Hierbij wordt na de fermentatie van Schizochytrium sp. een hitte-inactivatie stap uitgevoerd, gevolgd
door cel-lysis om de olie vrij te maken, en wordt de biomassa gescheiden van de olie. Recent is aan
deze voedingssupplementen een GRAS status verleend door de FDA.?4

Daarnaast wordt onderzoek gedaan naar de toepassing van Schizochytrium sp. als oraal vaccin.?
Deze protisten kunnen gemakkelijk op industriéle schaal geproduceerd worden, en kunnen efficiént
eiwitten naar het extracellulaire compartiment transporteren. Ook produceren ze immuun-
modulerende componenten (waaronder DHA en eicosapentaeenzuur (EPA)) die de werkzaamheid van
vaccins verbeteren. Er zijn geen tekenen van toxiciteit waargenomen bij het gebruik van dergelijke
bioactieve componenten in mensen of dieren. Ook worden er geen intermediaire metabolieten
geproduceerd die bij de synthese van toxische componenten betrokken kunnen zijn.2%

3. Voorgenomen werkzaamheden

De aanvrager is voornemens genetisch gemodificeerde Schizochytrium sp. (waaronder Schizochytrium sp.
ATCC 20888) te vervaardigen, met als doel een verbeterde productie van omega-3 meervoudig
onverzadigde vetzuren (DHA en EPA) te bereiken. De gevormde ggo’s zullen gekarakteriseerd worden
en getest in kleinschalige fermentaties. Er zullen synthetisch vervaardigde vectoren gebruikt worden
voor integratie in het gastheergenoom, met standaard elementen voor propagatie in E. coli, vaak
gebruikte selectiemarkers en EGFP. De donorsequenties betreffen gekarakteriseerde, onschadelijke
sequenties die een rol spelen bij de lipidensynthese van omega-3 vetzuren afkomstig uit andere niet-
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pathogene Thraustochytriden, micro-algen (Nannochloropsis, Phaeodactylum tricornutum, Chlamydomonas
reinhardtii), schimmels (Mortierella alpina, Mucor circinelloides, Aspergillus spp.), gisten (Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Rhodotorula spp.), planten (Arabidopsis thaliana, Camelina sativa, Brassica napus),
bacterién (Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum, Cupriavidus necator, Mycobacterium spp., Streptomyces
spp., Rhodococcus spp., Shewanella spp., Vibrio spp., Colwellia spp., Clostridium spp., Chloroflexi spp.,
Desulfovibrio spp.), insecten (Drosophila melanogaster, Bombyx mori) en protisten (Trypanosoma spp.,
Leishmania spp., Plasmodium spp. (met uitzondering van Plasmodium falciparum). De donorsequenties
worden synthetisch gemaakt en geoptimaliseerd voor expressie in Schizochytrium sp. De inserties
bezitten geen schadelijke eigenschappen zoals gedefinieerd onder1.2.2 a-gin Bijlage 8 van de Regeling
GGO.%

De aanvrager verzoekt het vervaardigen van genetisch gemodificeerde Schizochytrium sp., de
karakterisering van de gevormde ggo's, en het testen van deze ggo's op laboratoriumschaal en in
kleinschalige fermentaties (kleine bioreactoren) uit te mogen voeren op ML-I met inachtname van
aanvullende voorschriften voor activiteiten met een bioreactor (art. 9.1.1.1.3.1. Regeling ggo?®):
a) De bioreactor heeft geen grotere effectieve inhoud dan 100 liter;
b) 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 aérosolen en de besmetting van externe oppervlakken worden vermeden;
d) Delozing van de inhoud van de bioreactor geschiedt nadat de eventueel aanwezige genetisch
gemodificeerde organismen volgens een gevalideerde methode zijn geinactiveerd.

4. Eerdere COGEM-adviezen

De COGEM heeft niet eerder geadviseerd over Schizochytrium sp. ATCC 20888 of andere soorten uit het
genus Schizochytrium. Wel is geadviseerd over de pathogeniteitsklasse van Aurantiochytrium limacinum
(Honda & Yokochi) R. Yokoy. & Honda, 2007 (syn. Schizochytrium limacinum), die vroeger tot het genus
Schizochytrium behoorde. Deze protist is ingedeeld in pathogeniteitsklasse 1.29

5. Overweging

In de onderhavige aanvraag wordt verzocht protisten uit het genus Schizochytrium (waaronder stam
ATCC 20888) genetisch te modificeren om gekarakteriseerde, onschadelijke sequenties te intro-
duceren die leiden tot en verbeterde productie van omega-3-vetzuren. De aanvrager zal de ggo’s
karakteriseren en testen in kleinschalige fermentaties. De COGEM is gevraagd of zij kan instemmen
met een inschaling op ML-lI voor deze werkzaamheden, met inachtname van aanvullende
voorschriften voor activiteiten met een bioreactor. Daarnaast is zij gevraagd of de Schizochytrium stam
ATCC 20888 in aanmerking komt voor plaatsing op Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling ggo.

5.1 Pathogeniteit van Schizochytrium sp. en ATCC 20888

Schizochytrium-protisten groeien in mariene omgevingen met hoge zoutconcentraties. Er zijn in de
wetenschappelijke literatuur geen mens-, dier- of plantpathogene eigenschappen beschreven voor
deze soorten. De olie geproduceerd door deze protisten wordt in de voedselindustrie gebruikt, en is
geschikt voor consumptie door mens en dier. Ook zijn er geen aanwijzingen gevonden dat

COGEM-advies CGM/260401-01 3



Schizochytrium sp. schadelijke algenbloei kan veroorzaken. Deze heterotrofe protisten kunnen niet
fotosynthetiseren en zijn afhankelijk van organische stoffen voor de groei.

Naast de stam Schizochytrium sp. ATCC 20888, is de aanvrager voornemens ook andere
stammen/isolaten binnen het genus Schizochytrium genetisch te modificeren. Er is niet gespecificeerd
welke stammen dit betreft. Schizochytrium sp. ATCC 20888 en hiervan afgeleide varianten worden al
lange tijd onderzocht in het kader van productie-optimalisatie, en gebruikt in de voedselindustrie voor
de productie van voedingsadditieven. De ATCC heeft de stam Schizochytrium sp. ATCC 20888 in
bioveiligheidsniveau (BSL-) 1 ingedeeld.’# De Schizochytrium-stammen die de ATCC daarnaast aanbiedt
(Schizochytrium sp. ATCC MYA-5053, Schizochytrium aggregatum ATCC 28209), zijn eveneens ingedeeld in
BSL-I. In de aanvraag is vermeld dat de Schizochytrium sp. stammen gesequenced zijn, en dat hierbij
geen genen of genclusters geidentificeerd zijn die coderen voor toxine producerende enzymen. Ook in
de wetenschappelijke literatuur zijn geen aanwijzingen voor toxineproductie door Schizochytrium sp.2526

5.2 Voorgenomen modificaties en werkzaamheden

De genetische modificaties; sequenties die de productie van omega-3-vetzuren verbeteren, zullen met
behulp van synthetisch vervaardigde plasmiden geintroduceerd worden in Schizochytrium sp. De gg-
stammen zullen hierdoor meer olie produceren. Het is aannemelijk dat insertie van de lipide-synthese
genen een verschuiving van het metabolisme teweegbrengt, dat ten koste zal gaan van de groei van
het organisme. Hierdoor acht de COGEM het waarschijnlijk dat de gg-stammen een competitief nadeel
zullen hebben ten opzichte van wildtype organismen.

5.3 Afbakening van Schizochytrium sp.

Verschillende andere Schizochytrium-stammen worden in de literatuur vermeld in het kader van
onderzoek naar verbeterde productie.” Ook komt het voor dat in wetenschappelijke publicaties enkel
gesproken wordt van Schizochytrium sp. en geen stamaanduiding gegeven wordt. Daarnaast worden in
de wetenschappelijke literatuur soms oude namen van Schizochytrium-soorten of -stammen gebruikt,
die inmiddels tot een ander genus (zoals Aurantiochytrium) behoren. De aanvrager heeft bevestigd dat
Schizochytrium-stammen die nu tot de genera Aurantiochytrium en Oblongichytrium behoren, geen
onderdeel uitmaken van het onderhavige verzoek voor werkzaamheden op ML-I.

De COGEM merkt op dat de taxonomie van Schizochytrium sp. nog niet uitgekristalliseerd is en in de
toekomst aan verandering onderhevig kan zijn. Mede daarom is het vergunnen van werkzaamheden
op genus-niveau onwenselijk, omdat het niet uit te sluiten is dat nieuwe soorten of stammen met
mogelijk andere eigenschappen in het genus geintroduceerd worden. De COGEM adviseert daarom
om in deze vergunning alleen de huidige beschreven Schizochytrium-stammen en isolaten (d.d.
publicatie van dit advies), op te nemen.

6. Conclusie en advies

Op basis van de afwezigheid van aanwijzingen voor pathogeniteit en de lange historie van veilig
gebruik, is de COGEM van oordeel dat Schizochytrium sp. ATCC 20888 op Bijlage 2, lijst A1 van de Regeling
ggo geplaatst kan worden.

Ook voor de tot nu toe beschreven stammen en isolaten uit het genus Schizochytrium S.Goldst. & Belsky

ex Raghuk., 1988 geldt dat er geen aanwijzingen zijn voor pathogeniteit, en dat verschillende stammen
lange tijd zijn onderzocht of toegepast in de voedselindustrie. Op basis van de eigenschappen van
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Schizochytrium sp. en de lange historie van veilig gebruik, stemt de COGEM ermee in om
werkzaamheden met gg-Schizochytrium ATCC 20888, en gg-varianten van de huidige beschreven
Schizochytrium-stammen en -isolaten uit te voeren op het voorgelegde inperkingsniveau ML-I, met
inbegrip van de aanvullende voorwaarden uit bijlage 9 van de Regeling ggo voor activiteiten met
bioreactoren. De COGEM is van oordeel dat bij uitvoering van de voorgenomen werkzaamheden op dit
inperkingsniveau en onder navolging van de aanvullende voorwaarden, de risico’s voor mens en milieu
verwaarloosbaar klein zijn.
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