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Geachte mevrouw Cramer,

Naar aanleiding van de aanvraag voor een klinische studie met conditioneel-replicerende adenovirale
vectoren, van het Erasmus Medisch Centrum en het VU Medisch Centrum, adviseert de COGEM als
volgt.

Samenvatting

De COGEM is verzocht te adviseren over een klinische studie fase I/II waarbij een zogenaamde conditioneel-
replicerende adenovirale vector wordt toegediend aan patiénten met een hersentumor. De vector wordt door
infusie (50-68 uur) via katheters ingebracht in of rond de tumor. Deze toediening vindt plaats in een
isolatiekamer. Vierentwintig uur na de toediening wordt de patiént overgebracht naar een verpleegruimte zonder
inperkende maatregelen. Risico’s die bij deze klinische studie eventueel kunnen optreden hebben betrekking op
de pathogeniteit van de vector, de kans op uitscheiding (‘shedding”) van het ggo en de kans op recombinatie met
wildtype adenovirussen.

De vector is gebaseerd op wildtype adenovirus serotype 5 en kan slechts in tumorcellen effectief repliceren.
Gezien de aard van het ggo is de COGEM van mening dat het ggo verzwakt is ten opzichte van het oudervirus.
Na toediening van het ggo aan de patiént, kan niet uitgesloten worden dat het ggo zich vanuit de hersenen
verspreidt naar andere delen van het lichaam. Hoewel het lichaam het ggo snel zal inactiveren, valt shedding
naar de mening van de COGEM niet geheel uit te sluiten.

Daarnaast is er een ‘worst-case’ scenario waarbij recombinatiec van het ggo met een wildtype adenovirus
optreedt, wat theoretisch zou kunnen leiden tot de vorming van een replicerend adenovirus met een verhoogd
gastheerbereik. Of de risico’s van een infectie met een dergelijk virus groter zijn dan van een infectie met een
wildtype adenovirus, is moeilijk te voorspellen.

De risico’s van shedding van het ggo en van de theoretische recombinant zijn in de isolatieckamer
verwaarloosbaar klein gezien de voorzorgsmaatregelen, waaronder het dragen van beschermende kleding. De
COGEM is echter van mening dat buiten de isolatickamer aanvullende voorzorgsmaatregelen noodzakelijk zijn
om de kans op infectie met de potentiele recombinant bij derden te verkleinen. De COGEM adviseert om de
patiénten dagelijks te testen op shedding van virale sequenties. Totdat shedding niet meer waargenomen wordt,
dient de patiént verpleegd te worden op een eenpersoonskamer en dienen verzorgers en bezoekers in deze ruimte
mondkapjes te dragen.

Onder deze voorwaarde meent de COGEM dat de risico’s van deze klinische studie voldoende geminimaliseerd
zijn om een vergunning te rechtvaardigen. De COGEM signaleert dat de risicobeoordeling in dit geval tot een
andere afweging heeft geleid dan gebruikelijk.




De door de COGEM gehanteerde overwegingen en het hieruit voortvloeiende advies treft u hierbij aan
als bijlage.

Hoogachtend,

—ke—

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

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



Klinische studie met een conditioneel-replicerende
Adenovirale vector

COGEM advies CGM/090429-04

1. Inleiding

De COGEM is verzocht te adviseren over een fase I/Il klinische studie waarbij een conditioneel-
replicerende adenovirale vector wordt toegediend aan pati€énten met een hersentumor. De
vergunningaanvraag is ingediend door het Erasmus Medisch Centrum en het VU Medisch Centrum.

1.1 Adenovirussen
Adenovirale vectoren zijn afgeleid van adenovirussen (Adenoviridae, genus Mastadenovirus) en
worden veelvuldig gebruikt als een effectief genoverdrachtsysteem. Er bestaan 51 verschillende
serotypes humane adenovirussen, welke geclassificeerd kunnen worden in zes groepen (A tot en met
F). Adenovirussen hebben een gastheerbereik dat beperkt is tot één soort of tot nauw verwante
soorten.'” Verschillende adenovirussen kunnen de luchtwegen, het maag-darmstelsel en soms de
ogen infecteren.* Een infectie verloopt meestal asymptomatisch of met lichte verkoudheidssymptomen
waarvoor normaal gesproken geen noodzaak is voor medische behandeling.’' De infectie is doorgaans
zelflimiterend. Bij immuungecompromitteerde patiénten kunnen echter ontstekingen aan de nieren en
longen ontstaan met mogelijk fatale gevolgen.

In de onderhavige adviesvraag wordt groep C serotype 5 adenovirus (hAd5) als basis gebruikt voor
de adenovirale vector. Infectie met type 5 adenovirus kan leiden tot verkoudheidsverschijnselen.

1.2 Moleculaire karakterisering van adenovirussen

Adenovirussen bestaan uit een lineair dubbelstrengs DNA molecuul omgeven door een eiwitmantel.'”
Het genoom van hAdS is onderverdeeld in een vroege (Early) en een late (Late) regio. De vroege regio
komt kort na binnenkomst van het virus in de cel tot expressie. De late regio komt pas tot expressie als
de DNA-replicatie gestart is. De vroege regio bevat onder andere het gen E1. El eiwitten zijn
betrokken bij de activering van de overige vroege en late genen en induceren de DNA synthese van de

gastheercel. Bovendien remt E1 apoptose (geprogrammeerde celdood) van de gastheercel.'’

2. De adviesvraag
Hieronder wordt ingegaan op de gehanteerde adenovirale vector, het doel en de opzet van het
onderzoek.

2.1 De adenovirale vector

De aanvragers gebruiken een conditioneel-replicerend adenovirus (Ad5-Delta24-RGD) als genetisch
gemodificeerd organisme. Deze vector is zo geconstrueerd dat replicatie in principe alleen in
sneldelende tumorcellen kan plaatsvinden.

Uit het genoom van de vector zijn ten eerste 24 basenparen van het virale E1A gen verwijderd,
waardoor dit ggo alleen zou kunnen repliceren in tumorcellen en niet in rustende cellen. In rustende
cellen is het retinoblastoma eiwit (Rb) gebonden aan het cellulaire eiwit E2F, waardoor celdeling niet
plaatsvindt. Bij een infectie met een wildtype virus remt het virale E1A eiwit de functie van Rb,
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waardoor E2F vrijkomt. Dit leidt ertoe dat celdeling optreedt, en daarmee ook dat virusreplicatie
mogelijk wordt. De deletie van 24 basenparen in het virusgenoom van het ggo verandert het virale
E1A eiwit, waardoor dit niet meer kan binden aan Rb en E2F niet kan worden vrijgemaakt. Hierdoor
kan het ggo niet repliceren in gezonde rustende cellen. Veel tumorcellen, zoals gliomen, hebben echter
een gewijzigde vorm van Rb waardoor E2F niet meer wordt gebonden en deze cellen continu delen.
De Rb-remmende functie van het adenovirale E1A is in deze cellen dus niet nodig. Het ggo kan
daarom wel repliceren in tumorcellen, maar niet in gezonde rustende cellen.

Ten tweede is de virusmantel van de vector aangepast door een sequentie coderend voor het arginine-
glycine-asparagine-4C peptide (RGD-motief) aan het erfelijke materiaal toe te voegen. Dit RGD-
motief is in de zogenaamde fiber aan de buitenkant van het virusdeeltje geplaatst. De fiber is mede
verantwoordelijk voor de herkenning van de cellen welke het virus kan binnendringen (transduceren).
Door toevoeging van het RGD-motief is het ggo in staat om cellen te transduceren die bepaalde
integrines (met name o,f; en a,Ps) op hun celmembraan tot expressie brengen, zelfs al bezitten deze
cellen niet de natuurlijke receptoren voor hAd5. Dit betekent dat het ggo een groter aantal
verschillende celtypes kan binnendringen dan hAd5. Overigens bezit hAdS ook van nature een RGD-
motif. ® Hoewel dit motief een rol speelt bij de transductie van gastheercellen, is het nauwelijks
betrokken bij de primaire interactie van het virus met de gastheercel.

2.2 Doel en opzet van het onderzoek

De studie (met maximaal 42 patiénten) heeft als doel de ontwikkeling van een nieuwe
behandelmethode voor hersentumoren, met name voor glioblastoma multiforme. Deze vorm van
kanker is €én van de meest agressieve vormen die er bestaan. Ondanks therapie om deze kanker te
bestrijden, bedraagt de gemiddelde overlevingsduur na het stellen van de diagnose slechts één jaar.

De huidige therapie bestaat uit het verwijderen van de hersentumor. Echter, de tumorcellen
infiltreren ook in het omliggende gezonde hersenweefsel waardoor het niet mogelijk is om het
resterende tumorweefsel zonder verlies van hersenfunctie operatief te verwijderen. Daarom hanteren
de aanvragers een andere behandelmethode waarbij de zogenaamde Convection Enhanced Delivery
(CED), van belang is. Voorafgaand aan de klinische studie worden bij deelnemers operatief vier
katheters in de hersenen geplaatst. Via deze katheters wordt het ggo Ad5-Delta24-RGD gedurende 50
tot 68 uur langzaam direct in de (niet-opereerbare) tumor of in het met tumorcellen geinfiltreerde
hersenweefsel gebracht. De toegediende dosis varieert van 1x107 tot 1x10'" virale deeltjes. Het doel
van het experiment is dat het ggo de tumorcellen zal binnendringen en daarin zal repliceren. Dit heeft
tot gevolg dat de geinfecteerde cellen doodgaan en dat nieuw gevormde virusdeeltjes vrijkomen. Deze
deeltjes kunnen opnieuw tumorcellen infecteren.

Na afloop van de toediening van het ggo worden de katheters verwijderd en worden de wonden
gehecht. Vervolgens worden de wonden afgeplakt met een niet-vochtdoorlatend verband dat
gedurende de daaropvolgende dagen wordt gecontroleerd op lekkage.

Verder krijgen de patiénten dexamethason toegediend vanaf de dag voor de operatie tot 5 dagen
erna. Dexamethason wordt bij hersentumoroperatie toegediend worden ter vermindering van bestaand
oedeem (als gevolg van de tumor) en ter voorkoming van het ontstaan van oedeem als gevolg van de
operatie.”

De aanvragers hebben aanvullende maatregelen opgesteld om verspreiding van het ggo in het milieu
en daardoor besmetting van derden (zoals ziekenhuismedewerkers en bezoek voor de patiént) te
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voorkomen. De patiénten worden bijvoorbeeld tijdens de toediening van het ggo, en tot 24 uur daarna,
in een isolatickamer met sluis verpleegd. Er is gekozen voor 24 uur omdat de hoofdwonden na deze
periode normaliter dicht zijn. Indien de wond nog vochtig is, blijft de patiént in de isolatickamer totdat
de wond droog is. Na deze 24 uur zal de patiént zonder verdere inperkende maatregelen worden
verpleegd.

De aanvragers stellen voor om patiénten met een actieve adenovirale infectie uit te sluiten van
deelname aan de studie. Om een infectie vast te stellen, wordt pati€ntenmateriaal getest dat maximaal
5 dagen voor de toediening van het ggo is afgenomen.

Om meer kennis te vergaren over persistentie en uitscheiding (shedding) van AdS-Delta24-RGD wordt
tijdens de studie bloed, urine, hersenvocht, speeksel en keelslijm afgenomen. De eerste monsters
zullen een dag voor de ggo-toediening afgenomen worden. Vervolgens worden op dag 1 (dag van de
toediening), dag 3 en 5 en na 1 en 2 weken monsters afgenomen. Tenslotte wordt na 1 maand en na 3
maanden nogmaals bloed afgenomen. De monsters worden overigens slechts voor wetenschappelijke
doeleinden gebruikt en de resultaten zullen niet leiden tot een aanpassing van de behandeling of van de
veiligheidsmaatregelen. De monstername en het transport van de monsters zal plaatsvinden volgens
richtlijnen die door de aanvragers zijn opgesteld. De kans op verspreiding van het ggo in het milieu
wordt geminimaliseerd door bijvoorbeeld een waterdichte, breukvaste, dubbelwandige container te
gebruiken, welke voor transport aan de buitenzijde gedesinfecteerd wordt.

De virale vector wordt geproduceerd in de Verenigde Staten. De productie van de vector is geen
onderdeel van de onderhavige adviesvraag, maar de productie van de virusbatch wordt wel door de
COGEM in de overwegingen betrokken.

3. Eerder COGEM advies

In 2006 heeft de COGEM geadviseerd over handelingen met muizen en ratten die geinjecteerd waren
met replicatiedeficiénte of met conditioneel-replicerende adenovirussen. Het doel van de aanvraag was
het onderzoeken van de effectiviteit van op adenovirus gebaseerde kankertherapieén bij proefdieren.
De aanvrager verzocht om voorgenomen bioluminescentie-experimenten uit te voeren op
inperkingsniveau DM-IL.’

De COGEM was van mening dat risico’s bij werkzaamheden met dergelijke vectoren betrekking
hebben op de eventuele verspreiding van vrije vectordeeltjes en de eventuele aanwezigheid van
replicatie competent adenovirus (RCA). Zij adviseerde laboratoriummedewerkers om ten tijde van het
experiment (op DM-II niveau) een mondkapje (N-95 of hogere specificatie) en een standaard
laboratoriumbril te dragen om (oog)infecties ten gevolge van eventuele spatincidenten te voorkomen.’
Dit was een aanvulling op de gebruikelijke voorschriften zoals het dragen van beschermende kleding.®

4. Overweging

In de onderhavige aanvraag wordt een conditioneel-replicerende adenovirale vector toegediend aan
patiénten met een hersentumor. Risico’s die hierbij kunnen optreden hebben betrekking op de
pathogeniteit van het ggo, de eventuele vorming van nieuwe recombinante virussen en de mogelijke
verspreiding van het ggo in het milieu. Door deze verspreiding zouden andere personen dan de
deelnemende pati€énten geinfecteerd kunnen worden met het ggo of met een nieuw recombinant virus.
Hieronder wordt op deze aspecten ingegaan.
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4.1 Pathogeniteit van Ad5-Delta24-RGD is lager dan van het oudervirus

Door het toegevoegde RGD-motief is het ggo in staat om effectief te binden aan de integrines a,[3; en
a,Bs. Onder meer geactiveerde endotheelcellen, fibroblasten en epitheelcellen brengen deze integrines
op hun celmembraan tot expressie. Deze cellen zijn te vinden in onder meer de luchtwegen, ogen en
de darmen, 10111213

COGEM is daarom van mening dat het gastheerbereik van het ggo (dat wil zeggen het aantal celtypes

dat gevoelig is voor het binnendringen van het ggo) is uitgebreid ten opzicht van wildtype adenovirus.

Daarnaast kan het ggo ook de natuurlijke receptoren van hAdS binden. De

Dit zou een verhoging van het infectierisico kunnen betekenen.

Daarentegen is het aantal celtypes waarin het ggo zich daadwerkelijk kan repliceren verlaagd,
omdat het ggo 24 basenparen van het E1A gen mist. Het ggo kan daardoor alleen efficiént repliceren in
cellen met een defectieve Rb-pathway. Dit is een kenmerk van tumorcellen en niet van rustende
‘gezonde’ cellen. De COGEM merkt op dat in de wetenschappelijke literatuur geen aanwijzigen zijn
dat gezonde cellen beschikken over een defectieve Rb-pathway. In-vitro onderzoek toont aan dat hAd5
met een deletie van 24 basenparen in het E1A gen (hAd5-Delta24) niet efficiént kan repliceren in
rustende longepitheelcellen en microvasculaire endotheelcellen. In deze cellen is de replicatie van het
wildtype virus 2.000 tot 10.000% meer efficiént.'* In een andere in-vitro studie kon geen replicatie van
hAd5-Delta24 in rustende longfibroblasten aangetoond worden."

Naast rustende cellen komen in het lichaam ook gezonde, delende cellen voor, zoals darmcellen.
Uit onderzoek blijkt dat hAd5-Delta24 in enige mate kan repliceren in delende longepitheelcellen en
microvasculaire endotheelcellen. Replicatie is echter vele malen lager dan in kankercellen (circa 100
maal).'* Hierbij moet worden opgemerkt dat in gezonde, delende cellen het E2F slechts gedurende
korte tijd vrij in de cel aanwezig is (enkele uren), waardoor eventuele virusreplicatie tot deze periode
beperkt is. Hierna wordt E2F weer gebonden en zal virusreplicatie niet meer plaatsvinden.

Overigens wordt replicatie van hAd5-Delta24 in stamcellen niet waarschijnlijk geacht vanwege het
specifieke fysiologische replicatiekarakter van deze cellen.'*

Gezien het bovenstaande is de COGEM van mening dat het ggo in staat is om celtypes te transduceren
die normaliter niet door hAd5 geinfecteerd kunnen worden. Daarentegen is de kans dat het virus zich
in gezonde cellen kan vermenigvuldigen klein vanwege de deletie van 24 basenparen. Daarom is de
COGEM van mening dat het virus geattenueerd is ten opzichte van het oudervirus.

4.2 Het ggo zal door het immuunsysteem geneutraliseerd worden
4.2.1 Immuniteit tegen hAd5 onder de bevolking
Nagenoeg de gehele bevolking is ooit (over het algemeen al tijdens hun jeugd) geinfecteerd geraakt
met een adenovirus.'® Deze virusinfectie is effectief opgeruimd door het immuunsysteem. Hierdoor
hebben bijna alle mensen antilichamen gericht tegen adenovirussen (humorale immuniteit). Een deel
van deze antilichamen neutraliseert het virus, maar ook niet neutraliserende antilichamen helpen bij
het opruimen van het virus. In de Verenigde Staten zijn bij 33-66% van de bevolking neutraliserende
antilichamen tegen hAd5 gedetecteerd; in Nederland is dit percentage nog iets hoger.'”'™'*** Dit
betekent niet dat het overige deel van de bevolking geen antilichamen bezit, maar dat deze niet
gedetecteerd zijn. Waarschijnlijk hebben alle mensen een induceerbare geheugen-B cel respons tegen
humane adenovirussen.

Naast de humorale immuniteit hebben de meeste mensen ook een cellulaire immuniteit. De
immuniteit tegen adenovirussen is levenslang en als gevolg van de opgebouwde immuniteit zijn bij
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mensen op latere leeftijd vrijwel uitsluitend subklinische herinfecties te zien.”! Dit houdt in dat de
afweer voldoende is om heftige virusreplicatie (en bijkomende symptomen) te voorkomen.

4.2.2 Immuniteit tegen hAd5 onder de patiénten
Met het oog op de algemeen aanwezige immuniteit onder de populatie is de COGEM van mening dat
de patiénten die deelnemen aan de onderhavige klinische studie immuniteit zullen bezitten tegen
hAdS. Hierdoor zal na toediening van het ggo aan hen het immuunsysteem direct op gang komen en
het ggo inactiveren. Bovendien wordt een adenovirale vector die in de bloedbaan aanwezig is efficiént
door Kupffercellen in de lever opgenomen en daarbij uit de circulatie verwijdert.'** Studies waarbij
een adenovirale vector systemisch werd toegediend aan dieren laten een aanzienlijke afname (meer
dan 90%) van de vector zien binnen 24 uur na toediening.****** Deze opname door Kupffercellen is
een van de grote belemmeringen voor het ontwikkelen van een systemische gentherapiebehandeling
met adenovirale vectoren.**”!

De COGEM is van mening dat de duur van eventuele shedding van het ggo beperkt zal worden
door het aanwezige immuunsysteem.

De COGEM merkt op dat de patiénten in de onderhavige studie dexamethason toegediend krijgen. Dit
gebeurt voor, tijdens en na de toediening van het ggo. Dexamethason heeft een remmend effect op het
immuunsysteem.”” Er bestaat een verhoogde gevoeligheid voor infecties waarbij klinische
verschijnselen van infectie en ontsteking gemaskeerd worden.***

De toepassing van dexamethason kan verschillende gevolgen hebben. Enerzijds bestaat de
mogelijkheid dat het ggo minder snel verwijderd wordt, waardoor shedding eventueel zou kunnen
toenemen. Daarnaast bestaat er een kans dat de patiént geinfecteerd raakt met een wildtype virus
zonder dat deze infectie effectief door het immuunsysteem bestreden wordt. Hierdoor wordt de kans
op recombinaties tussen ggo en wildtype virus in theorie verhoogd.

Anderzijds blijkt uit in vitro studies dat dexamethason de expressie van de coxsackie-adenovirus
(CAR) receptor - welke noodzakelijk is voor hAd5 omcellen binnen te dringen - en integrines op
cellen beinvloedt. Dit verandert de transductie-efficiéntie. Het effect van dexametason verschilt per
celtype en receptortype. Soms leidt het tot een verlaging van het aantal integrines, maar soms ook tot
een verhoging.”**’ Een eventuele afname van het aantal integrines op de tumorcellen beinvloedt de
efficiéntie van de behandeling aangezien er minder receptoren zijn voor het ggo om aan te binden.
Ook de transductie-efficiéntie van gewone cellen kan verlaagd worden. Daarentegen kan een
verhoging van de expressie van integrines op bepaalde cellen leiden tot een verbeterde transductie-
efficiéntie van het ggo. Verder is gerapporteerd dat de replicatie van hAdS5 en daarvan afgeleide
recombinanten in baarmoederhalskankercellen en de cytolyse (oncolyse) door dexamethason negatief
beinvloed wordt in in vitro studies.”” Gesuggereerd is dat dit niet door een verlaagde transductie-
effcientie veroorzaakt wordt.*

De beschikbare gegevens zijn afkomstig uit in vitro experimenten. Er zijn geen gegevens
gepubliceerd over de toename van virale infecties bij gebruik van dexamethason na chirurgische
verwijdering van een hersentumor. Bij navraag onder klinische virologen van het Martine Ziekenhuis
en het Universitair Medisch Centrum Groningen blijkt dat patienten met een glioblastoma multiforme
die dexamethason toegediend krijgen, niet worden geassocieerd met een toename in virale infecties.
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Gezien de beschikbare en soms tegenstrijdige gegevens over de effecten van dexamethason op infectie
van adenovirussen of daarvan afgeleide vectoren, kan op dit moment geen uitspraak gedaan worden of
toediening van dit corticosteroid leidt tot een verhoogd of verlaagd risico.

4.3 Sheddingrisico’s
Of risico’s voor mens en milieu kunnen optreden wanneer het ggo zich vanuit de pati€nt verspreidt in
het milieu is athankelijk van een aantal factoren, welke hieronder uiteengezet zijn.

4.3.1 Kans op shedding

Alvorens shedding zou kunnen optreden, dient het ggo allereerst de bloed-hersenbarriére te passeren.
In studies waarbij replicatiedeficiénte adenovirale vectoren via de hersenen werden toegediend aan
patiénten met glioblastoma multiforme, werd geen virus aangetoond in bloed, urine, feces, sputum of
neusswabs.”” Hieruit kan geconcludeerd worden dat het virus de bloed-hersenbarriére niet eenvoudig
kan passeren.

De COGEM wijst er echter op dat patiénten met glioblastoma multiforme vaak beschadigingen van
de bloed-hersenbarriére hebben. Een eerste oorzaak hiervoor is de aanwezigheid van de tumor. Een
tweede oorzaak is dat tijdens het verwijderen van de tumor de bloed-hersenbarriére beschadigd raakt.
Dit betekent dat de barriére niet meer effectief is. De COGEM is daarom van mening dat verspreiding
van het virus naar andere delen van het lichaam kan optreden.

Als de bloed-hersenbarric¢re gepasseerd is, zou het ggo zich via de bloedbaan kunnen verspreiden naar
andere delen van het lichaam. Dat adenovirale vectoren, maar ook hAdS, zich kunnen verspreiden
door het lichaam blijkt uit verschillende onderzoeken, zowel bij de mens als bij proefdieren.’****

Studies in muizen tonen aan dat wanneer een adenovirale vectoren met het oorspronkelijke
gastheerberik intraveneus toegediend wordt, dit met name leidt tot transductie van levercellen.”
Negentig minuten na toediening van de vector is de vectorconcentratie in de lever ongeveer 10x hoger
dan in de longen.” De aanwezigheid van vector in de lever wordt met name toegeschreven aan de
opname door Kupffer cellen. Na drie dagen blijkt de hoeveelheid vector in de lever nog steeds vele
malen (circa 10.000x) hoger te zijn dan in de longen.” De infectie van verschillende levercellen kan
leiden tot een ontstekingsreactie met celdood tot gevolg.

Overigens wordt opgemerkt dat uitzaaiingen buiten de hersenen bij glioblastoma multiforme
slechts in 0,44%° van de gevallen voorkomen, waardoor de kans op replicatie in tumorcellen buiten
de hersenen zeer klein is.”' Dit alles betekent dat het ggo buiten tumorcellen slechts zeer beperkte
replicatiemogelijkheden heeft.

Wanneer het ggo zich verspreidt heeft in het lichaam, dan is shedding naar andere personen niet
volledig uit te sluiten. Uit studies met zowel replicatiedeficiénte adenovirale vectoren als met
conditioneel-replicerende adenovirale vectoren blijkt dat shedding zou kunnen optreden.*®

Indien shedding optreedt, dan gebeurt dit waarschijnlijk kort na de toediening van het ggo aan de
patiént. Het immuunsysteem moet dan nog op gang komen voordat het ggo vernietigd kan worden.
Een tweede periode van shedding zou kunnen optreden nadat het ggo zich vermeerderd heeft in de
tumorcellen. Deze keer is de mate van shedding hoogstwaarschijnlijk lager dan de shedding ten
gevolge van de toedieningsdosis. Het immuunsysteem is namelijk al op gang gekomen om het ggo te
vernietigen.
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De grootste mate van shedding kan optreden via urine en andere lichaamsvloeistoffen. Hoewel het
replicatievermogen van het ggo in sneldelende darmcellen beperkt lijkt te zijn, zou het ggo mogelijk
ook via feces kunnen worden uitgescheiden wanneer replicatie daadwerkelijk plaatsvindt. Zodoende
zou feces ook een mogelijke bron van shedding kunnen vormen. De COGEM verwacht echter dat de
kans zeer klein is dat derden besmet raken met de vector via deze wijze van uitscheiding. Zij ziet
transmissie via aerosolen als de belangrijke bron voor eventuele adenovirusinfecties en verdere
verspreiding in het milieu. In welke mate shedding via aerosolen kan optreden is onduidelijk. De
COGEM verwacht echter dat shedding beperkt zal zijn, aangezien longcellen beschikken over een
functionele Rb-pathway. Het ggo zal daarom in de longen niet kunnen repliceren.

4.3.2 Gevolgen van shedding
Gezien de aard van adenovirussen, zal verspreiding via aerosolen, zoals bij niezen, naar de mening van
de COGEM het grootste gevaar van besmetting van andere personen zijn. Echter, de COGEM
verwacht dat de daaropvolgende kans op infecties door het gehanteerde ggo klein is, omdat — zoals al
eerder vermeld is - het virus slechts in zeer weinig cellen kan repliceren.

Verderop in dit advies zal worden ingegaan op de door de aanvragers gehanteerde aanvullende
maatregelen tijdens de ggo-toediening om verspreiding van het ggo en infectie van derden te
minimaliseren.

4.4 Risico’s ten gevolge van recombinatie van het ggo met hAd5

Indien een patiént een infectie heeft met hAdS, dan zou dit virus eventueel kunnen recombineren met
het ggo. De mogelijkheid tot recombinatie beperkt zich niet alleen tot de patiént. Recombinatie zou
ook mogelijk kunnen zijn wanneer een patiént het ggo heeft uitgescheiden en andere personen besmet
die een infectie met hAdS hebben.

Voorwaarde voor recombinatie is dat het ggo en het hAd5 zich in dezelfde cel bevinden (co-
infectie). Infecties met hAdS beperken zich tot de luchtwegen. Daarbij komt dat hAdS slechts een
beperkt aantal cellen infecteert. De CAR-receptor bevindt zich aan de basolaterale membraankant van
de cellen.”” Hierdoor zijn de cellen niet eenvoudig door hAd5 te bereiken en zal een adenovirusinfectie
alleen optreden wanneer het weefsel beschadigd is.

Samengevat worden er slechts weinig longcellen geinfecteerd door hAdS. Bovendien acht de
COGEM de kans op co-infectie klein, omdat de kans dat het ggo de longcellen bereikt zeer klein is.
Op basis van het bovenstaande is de COGEM van mening dat de kans op recombinatie zeer klein is.

Uit onderzoek blijkt dat onder in-vitro omstandigheden recombinatie tussen verschillende type
adenovirussen niet is uit te sluiten*> Overigens zijn er in-vivo studies uitgevoerd met
replicatiedeficiénte adenovirale vectoren. Hierbij is gekeken of een eventuele recombinatie van de
vector met hAdS tot een replicatiecompetent adenovirus heeft geleidt. Bij geen van de studies werd
replicatiecompetent adenovirus gedetecteerd.”

Ten slotte zou recombinatie kunnen optreden als de vectorbatch tijdens de productie besmet is geraakt
met hAd5. Vanwege de gehanteerde productiemethode (reversie van het ggo naar het
uitgangsorganisme zal op de gebruikte cellen niet optreden) en de aanvullende testen (er wordt getest
op afwezigheid van onder andere hAd5 via Q-PCR), acht de COGEM de kans op een besmetting van
de vectorbatch verwaarloosbaar klein.
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Indien in het theoretische geval recombinatie tussen het ggo en hAdS optreedt, zou dit kunnen leiden
tot het ontstaan van twee nieuwe varianten, namelijk wildtype adenovirus met een deletie in het E1
gen (Ad5-Delta24) en wildtype adenovirus met een insertie voor het RGD-motief (Ad5-RGD).

4.4.1 Risico’s van Ad5-Delta24 zijn verwaarloosbaar klein

De eerste potentiele recombinant AdS-Delta24 is een deletiemutant van het wildtype hAdS, zonder
nieuwe eigenschappen. Deze deletiemutant is niet meer in staat om te repliceren in cellen met een
fucntionele Rb-pathway, zoals aanwezig in ‘gezonde’ cellen. De COGEM is van mening dat potentiéle
risico’s van Ad5-Delta24 verwaarloosbaar klein zijn, omdat deze recombinant sterk verzwakt is ten
opzichte van hAdS5.

4.4.2 Ad5-RGD leidt mogelijk tot risico’s

De tweede potentiéle recombinant Ad5-RGD bestaat uit het wildtype adenovirus met een uitgebreid
gastheerbereik. Deze variant zou daarom in staat kunnen zijn om vele celtypes te infecteren, zowel
gezonde cellen als tumorcellen.

Naar de mening van de COGEM betreft het ontstaan van deze recombinant een ‘worst-case’
scenario. Zij merkt op dat er geen wetenschappelijke gegevens zijn over de kans op het daadwerkelijke
ontstaan van de recombinant Ad5-RGD en over eventuele risico’s ervan. Daarnaast vermeldt zij dat
onderzoek hiernaar in proefdiermodellen met adenovirussen slechts een beperkte voorspellende
waarde heeft. Proefdierenmodellen die in meer of mindere mate geschikt zijn voor studies naar
adenovirussen (katoenratten, muizen en rhesusapen) vertonen allemaal belangrijke beperkingen wat
betreft de gevoeligheid voor hAd5. Bovendien zijn er nog geen klinische studies met Ad5-Delta24-
RGD afgerond. Momenteel loopt in de Verenigde Staten een klinische studie met dit ggo bij patiénten
met eierstokkanker.® Resultaten over eventuele shedding van het ggo zijn (nog) niet bekend. Uit
directe communicatie met de onderzoekers in de Verenigde Staten blijkt dat het ontstaan van Ad5-
RGD in de Verenigde Staten geen rol gespeeld heeft bij de discussies rondom de vergunningverlening
voor de klinische studie.

De COGEM is van mening dat deze variant hoogstwaarschijnlijk niet minder pathogeen is dan het
wildtype adenovirus. Of risico’s van een infectie met de recombinant groter zijn dan bij een infectie
met hAd5 is niet te voorspellen. Bovendien is het niet te voorspellen of infecties zullen optreden in
gezonde en/of mensen met een verminderde weerstand (zoals zuigelingen).

4.5 Risicomanagementmaatregelen
Op een aantal momenten tijdens en na de toediening van het ggo bestaat er een risico op vrijkomen
van het ggo in het milieu. Ten eerste is dit bij het aansluiten van de spuiten met het ggo op de
katheters. Ook de toediening van het ggo zou tot risico’s kunnen leiden als een spuit losraakt van een
katheter. Verder vormen de hoofdwonden een risico als wondvocht of hersenvocht vrijkomt. Ten
slotte vormt shedding van het ggo of de recombinanten een risico.

Om vrijkomen van het ggo en eventuele recombinanten in het milieu tijdens en na de toediening
van het ggo te voorkomen, hebben de aanvragers een gentherapieprotocol opgesteld met
voorzorgsmaatregelen. Hieronder wordt nader ingegaan op verschillende voorzorgsmaatregelgelen.

4.5.1 Deelname klinische studie

De aanvragers stellen voor om patiénten met koorts uit te sluiten van deelname in verband met een
mogelijke virale infectie. Om de kans op een infectie met een wildtype adenovirus te verkleinen,
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geven de aanvragers ten eerste aan de patiént te beoordelen op een klinisch ziektebeeld van een virale
infectie. Ten tweede stellen de aanvragers voor om pati€énten maximaal vijf dagen voor aanvang van
de ggo-toediening te testen.

De COGEM is van mening dat deze laatste periode te lang is. In de periode tussen de test en
aanvang van de ggo-toediening zou de patiént namelijk alsnog een adenovirusinfectie kunnen krijgen.
De COGEM adviseert daarom om de periode van vijf dagen te verkorten. Zij adviseert om deze
termijn dusdanig kort te maken als technisch haalbaar is. Daarbij wijst de COGEM erop dat hAd5 in
de bloedbaan moeilijk te detecteren is, waardoor een eventuele infectie mogelijk niet opgemerkt
wordt. Dit maakt dat de COGEM het optreden van een infectie van de patiént niet met zekerheid kan
uitsluiten. De COGEM acht de klinische beoordeling door een arts en het uitvoeren van de test van
belang om het mogelijke ontstaan van recombinanten zo veel mogelijk te beperken.

De COGEM adviseert verder dat personen met een sterk verzwakt immuunsysteem niet mogen
deelnemen aan de studie. Het immuunsysteem van deze personen is waarschijnlijk niet in staat om het
ggo voldoende snel te vernietigen, waardoor shedding in grotere mate zou kunnen optreden.

4.5.2 Monitoring op shedding

Excreta en secreta van de patiént worden op een aantal momenten voor en na de toediening van het
ggo getest om enerzijds de persistentie van het ggo in het lichaam en anderzijds de mate van shedding
te bepalen. De aanvragers testen de aanwezigheid van het ggo niet in feces. De COGEM is van
mening dat dit meegenomen dient te worden. Zodoende wordt meer duidelijkheid verkregen of en in
welke mate het ggo in sneldelende darmweefsel zou kunnen repliceren.

Verder adviseert de COGEM om de eerste week dagelijks te testen op shedding van het ggo totdat
dit minimaal drie opeenvolgende dagen niet meer wordt gedetecteerd. Hierna kan worden overgegaan
op het monitoringsschema dat de aanvragers voorstellen. Wordt shedding na een week toch nog
gedetecteerd dan dient doorgegaan te worden met dagelijks testen totdat shedding minimaal drie
opeenvolgende dagen niet wordt waargenomen.

Zolang de patiént adenovirale sequenties uitscheidt, dienen voorzorgsmaatregelen genomen te
worden om werknemers en bezoekers te beschermen. In de onderstaande paragrafen wordt hierop
teruggekomen

4.5.3 Voorzorgsmaatregelen in de isolatiekamer

Ziekenhuismedewerkers en bezoekers dienen in de isolatickamer beschermende kleding te dragen,
bijvoorbeeld mondmaskers, bril, handschoenen, muts en een vochtdichte jas. Wanneer de patiént de
isolatiekamer moet verlaten vanwege bijvoorbeeld een CT-scan of een noodoperatie, dan worden
tijdens transport door het ziekenhuis dezelfde maatregelen gehanteerd als in de isolatieckamer. Hierbij
draagt de patiént onder meer een mondmasker en schone kleding. Daarnaast dienen in deze situatie
ook de ziekenhuismedewerkers zichzelf volledig te beschermen op dezelfde wijze als voorgeschreven
is in de isolatiekamer. De COGEM is van mening dat met het hanteren van de voorzorgsmaatregelen
de kans op een eventuele verspreiding van het ggo of de recombinanten vanuit de patiént naar derden
in de isolatiekamer verwaarloosbaar klein wordt.

4.5.4 Voorzorgsmaatregelen buiten de isolatiekamer

Hoewel de voorzorgsmaatregelen in de isolatickamer adequaat zijn, acht de COGEM aanvullende
maatregelen bij verblijf van de patiént buiten de isolatieckamer noodzakelijk. Deze maatregelen dienen
gehandhaafd te worden totdat shedding gedurende minimaal drie dagen niet meer gedetecteerd wordt.
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De COGEM adviseert verschillende maatregelen. Ten eerste dient persoonlijk contact met de
patiént zo veel mogelijk beperkt te worden. Zodoende wordt eventuele overdracht van het ggo verder
verkleind. Daarnaast dient ook contact met personen met een infectie met wildtype adenovirus zo veel
mogelijk geminimaliseerd te worden. Concreet betekent dit dat de COGEM verblijf in een
éénpersoonskamer wenselijk acht. Bovendien dienen werknemers en bezoekers mondkapjes,
handschoenen en een gesloten jas te dragen totdat is aangetoond dat shedding van het ggo minimaal
drie dagen niet gedetecteerd is. Deze jas zal bij verlaten van de verpleegkamer achterblijven. Ten
slotte adviseert de COGEM dat beddengoed afzonderlijk ingezameld en gesteriliseerd moet worden in
verband met eventueel verlies van wondvocht, urine, feces of speeksel. De jas dient samen met het
beddengoed te worden afgevoerd en gesteriliseerd.

De COGEM is van mening dat wanneer de patiént kort na de ggo-toediening het experiment wil
beé€indigen en het ziekenhuis wil verlaten, de patiént zorg moet dragen dat de kans op verspreiding van
het ggo geminimaliseerd wordt. Overigens informeren de aanvragers de patiénten uitvoerig over
hygiénemaatregelen. De COGEM stelt hierbij voor om met wondvocht besmet materiaal in plastic te
verpakken en ter vernietiging af te voeren.

5 Advies

Zoals hierboven beschreven, is het worst-case scenario bij het voorgenomen klinische experiment het
ontstaan van een Ad5-RGD recombinant. In deze recombinant zou de deletie in de E-regio hersteld
zijn en het RGD-motief behouden. De kans dat een dergelijke recombinant ontstaat, is minimaal en
mogelijk zelfs verwaarloosbaar klein. Echter, de vorming van deze recombinant kan niet met
zekerheid uitgesloten worden.

Verder is de pathogeniteit van Ad5-RGD moeilijk te voorspellen en zijn hierover geen gegevens
beschikbaar. Enerzijds is hier sprake van een genetisch gemodificeerd virus waarbij een transgene
sequentie in het genoom is ingebouwd. Tot op heden heeft genetische modificatie van virussen — voor
zover bekend — altijd geleid tot een verzwakt virus. Daarbij zijn adenovirale infecties zelflimiterend en
bezit de gehele bevolking immuniteit tegen adenovirale infecties. Anderzijds is door het inbouwen van
het RGD-motief het gastceltropisme uitgebreid. Terwijl wildtype hAdS5 alleen longepitheelcellen
infecteert, zou de theoretische recombinant mogelijk alle celtypen kunnen infecteren. Gegevens over
de eigenschappen van een dergelijke recombinant ontbreken en zijn ook niet eenvoudig te verkrijgen.
Eventuele experimenten met een geconstrueerde recombinant in proefdiermodellen zijn
weinigzeggend, omdat hAdS een humane pathogeen is.

Door het nemen van maatregelen is het risico op het optreden van recombinatie verder terug te
dringen. Zo vindt controle op adenovirale infecties van de betrokken patiénten plaats. Daarnaast
dragen verzorgers en bezoekers in de isolatiekamer beschermende kleding. Verder kunnen door
monitoring op shedding van virale sequenties de risico’s verder verkleind worden. Zolang de pati€nt
adenovirale sequenties uitscheidt, moeten maatregelen genomen worden om verzorgers en
familieleden te beschermen. Indien de patiént geen adenovirale sequenties blijkt uit te scheiden, zijn
de zorgen over eventuele recombinatie onterecht. De COGEM adviseert daarom om de monitoring de
eerste week na toediening van het ggo dagelijks uit te voeren en om ook feces te onderzoeken.
Wanneer de patiénten de isolatickamer verlaten dienen risico’s verder teruggedrongen te worden door
de patiént te verplegen op een éénpersoonskamer en doordat verzorgers en bezoekers mondkapjes
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dragen. Beddengoed dient afzonderlijke ingezameld te worden. Wanneer shedding gedurende
minimaal drie dagen niet gedetecteerd wordt, kunnen deze voorzorgsmaatregelen komen te vervallen.

Verder adviseert d¢ COGEM om het testen van de patiénten op een infectie met hAd5 zo kort
mogelijk voor de ggo-toediening uit te voeren. Tevens adviseert zij om personen met een sterk
verzwakt immuunsysteem uit te sluiten van deelname aan de studie.

Het opleggen van extra inperkende maatregelen en monitoringsmaatregelen is een beproefde manier
om eventuele risico’s verder terug te dringen. Inperkende maatregelen kunnen in een ziekenhuis
uitgevoerd worden. Echter, een complicerende factor is dat patienten niet verplicht kunnen worden om
in het ziekenhuis te blijven. Patiénten kunnen zelf besluiten het ziekenhuis te verlaten, of er kunnen
andere redenen zijn om de patiént uit het ziekenhuis te ontslaan. Het opleggen en uitvoeren van
inperkende en monitoringsmaatregelen in de thuissituatie is lastig uitvoerbaar. Toch adviseert de
COGEM dat patiénten met wondvocht besmet materiaal in plastic verpakken en ter vernietiging
afvoeren.

Dit alles maakt dat de COGEM niet kan stellen dat de risico’s van het voorgenomen experiment
verwaarloosbaar klein zijn. Naar de mening van de COGEM zijn onder de hierboven genoemde
voorwaarden de risico’s van deze klinische studie voldoende geminimaliseerd om een vergunning te
rechtvaardigen.

Signalering

De COGEM signaleert dat de risicobeoordeling in dit geval tot een andere afweging leidt dan
gebruikelijk waarbij maatregelen worden geformuleerd die het risico verwaarloosbaar klein maken. De
COGEM is van mening dat alle praktisch mogelijke risicobeperkende maatregelen in beeld zijn
gebracht. Een rechtvaardiging om een zeer klein risico, mogelijk verwaarloosbaar klein, te aanvaarden
is erin gelegen dat het experiment van grote betekenis is voor het ontwikkelen van een behandeling
tegen glioblastoma multiforme. Ook het verkrijgen van montoringsgegevens over shedding is van
groot belang voor de ontwikkeling van behandelingen. Immers, dit is de enige manier waarop inzicht
verkregen kan worden in de eventuele risico’s voor derden (verzorgers en familie) en op de kans op
het optreden van recombinaties.
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