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Geachte mevrouw Mansveld, 

 

Naar aanleiding van een vergunningaanvraag met de titel: ‘The effects of mitochondrial 

targeting of alpha synuclein over-expression in the Substantia Nigra and dietary intervention 

on progression of Neuroinfammation,dopaminergic neuron loss, brain metabolism and 

motor behaviour in rats’ van het Universitair Medisch Centrum Groningen, deelt de 

COGEM u het volgende mee. 

  

Samenvatting: 

De COGEM is gevraagd te adviseren over werkzaamheden met genetisch gemodificeerde 

(gg-) AAV deeltjes die coderen voor -synucleïne. De aanvrager wil deze 

replicatiedeficiente gg-AAV deeltjes onder andere gebruiken om de invloed van voeding 

op het hersenmetabolisme en het motorisch gedrag van ratten te onderzoeken na 

overexpressie van -synucleïne in de hersenen. Daarnaast is de COGEM gevraagd te 

adviseren over handelingen met muizen die transgeen zijn voor -synucleïne en 

werkzaamheden met weefsels en cellen van deze gg-dieren.  

Het -synucleïne is een eiwit dat betrokken is bij de signaaloverdracht tussen zenuwen in 

gewervelde dieren. Het eiwit kan complexen vormen. Dit wordt in verband gebracht met 

het ontstaan van neurodegeneratieve ziekten. De COGEM is van mening dat de 

wetenschappelijke kennis op dit moment onvoldoende is om met zekerheid uitspraken te 

doen over de natuurlijke overdraagbaarheid. Zij beschouwt -synucleïne derhalve op 

basis van het voorzichtigheidsprincipe vooralsnog als schadelijke genproduct totdat 

wetenschappelijke onderzoek meer duidelijkheid geeft over de aard van dit eiwit. 

De COGEM adviseert om de werkzaamheden met gg-AAV deeltjes die -synucleïne tot 

expressie kunnen brengen in te schalen op ML-II inperkingsniveau, en in vivo 

werkzaamheden met ratten waaraan de gg-AAV deeltjes zijn toegediend op DM-II 

inperkingsniveau in te schalen.  

De COGEM adviseert om de handelingen met gg-muizen en handelingen met weefsels en 

cellen van deze muizen op DM-II en ML-II uit te voeren met aanvullende voorschriften. 



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. H.P. de Wijs, Hoofd Bureau ggo  

Mr. J.K.B.H. Kwisthout, Ministerie van IenM  
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Werkzaamheden met een gg-AAV vector coderend voor -synucleïne 

 

COGEM advies CGM/150824-01 

 

Inleiding 

De COGEM is gevraagd te adviseren over de inschaling van laboratoriumwerkzaamheden met 

genetisch gemodificeerde (gg-) AAV deeltjes die -synucleïne tot expressie brengen. De aanvrager 

geeft aan dat deze vectoren replicatiedeficiënt zijn. Het gen is achter een promoter geplaatst die 

volgens de aanvrager alleen actief is in neuronen. De aanvrager wil onder andere de invloed van 

voeding onderzoeken op het hersenmetabolisme en het motorisch gedrag van ratten na 

overexpressie van -synucleïne in de hersenen. Daarnaast is de COGEM gevraagd te adviseren 

over werkzaamheden met gg-AAV vectoren waarbij het wildtype α-synucleïne onder de controle 

staat van een promoter die in andere cellen dan neuronen tot expressie komt. Tevens is de COGEM 

gevraagd om te adviseren over de inschaling van invasieve handelingen met gg-muizen die een 

wildtype of een mutant -synucleïne in hun genoom hebben en de handelingen met weefsels en 

cellen van deze gg-muizen.  

 

Adeno-associated virus 

Adeno-associated virus (AAV) behoort tot de familie Parvoviridae en het genus Dependovirus.
1
 

Het is een enkelstrengs DNA virus met een genoom van circa 4,7 kb. Het genoom codeert voor 

twee genen, rep en cap. Het rep gen codeert voor eiwitten die een rol spelen bij de virusreplicatie, 

de expressie van de structurele eiwitten en de integratie van het virusgenoom in het genoom van de 

gastheer. Het cap gen codeert voor de structurele eiwitten die de virusmantel vormen. De rep en 

cap genen worden geflankeerd door twee ‘inverted terminal repeats’ (ITR’s), die zijn betrokken bij 

DNA-replicatie en integratie van het DNA in een chromosoom van de gastheer. Voor replicatie van 

AAV is co-infectie van een helpervirus nodig, zoals een adenovirus of een herpesvirus.
1,2,3

 Als er 

geen ander virus in de cel aanwezig is, blijft AAV latent in de celkern aanwezig, in afwachting van 

infectie door een helpervirus.  

AAV kan verschillende warmbloedige dieren, inclusief de mens, infecteren.
2
 Er zijn 

verschillende serotypen van AAV bekend die verschillen in gastheerspecificiteit en 

weefseltropisme.
1,4

 Infecties met AAV komen wereldwijd en frequent voor (80% van de humane 

populatie is seropositief voor AAV2), maar gaan voor zover bekend niet gepaard met 

ziekteverschijnselen.
5
 Overdracht van het virus vindt waarschijnlijk plaats via de respiratoire of 

gastro-intestinale route.
2 

 

α-Synucleïne 

α-Synucleïne is een lichaamseigen eiwit van 14 kD dat aanwezig is in de cellen van de hersenen 

van zoogdieren. De functie van α-synucleïne is nog niet bekend. Er is gesuggereerd dat α-

synucleïne een rol speelt bij de regulatie van het vrijkomen van de neurotransmitter dopamine.
6
  

 Er zijn verschillende vormen van α-synucleïne beschreven. De monomere vorm van α-

synucleïne komt voor in de cellen, maar wanneer deze eiwitten verkeerd vouwen kunnen ze 
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samenklonteren (aggregeren) en kunnen oligomere vormen en uiteindelijk fibrillen ontstaan. 

Tijdens dit proces aggregeren eerst een beperkt aantal eiwitten (oligomere vormen) en vormen een 

‘seed’ waaraan meerdere van hetzelfde verkeerd gevouwen eiwit kan binden. Tijdens dit proces 

kan een keten gevormd worden waardoor uiteindelijk een fibril gevormd wordt.
7
 Aggregatie van -

synucleïne is geassocieerd met neurodegeneratieve ziekten als Lewy body dementie (LBD) en de 

ziekte van Parkinson. De oligomere vorm wordt in de wetenschappelijke literatuur gezien als de 

meest toxische vorm van α-synucleïne en fibrillen worden soms ook als toxisch beschouwd.
10

  

 Zowel bij LBD als de ziekte van Parkinson is verkeerd gevouwen α-synucleïne in 

geaggregeerde vorm in Lewy bodies in de hersencellen aanwezig.
8

 Bij de ziekte van Parkinson zijn 

de Lewy bodies vooral aanwezig in de substantia nigra (zwarte kern), terwijl de Lewy bodies bij 

LBD ook in de hersenschors gevonden worden.
9
 In de N-terminale regio van -synucleïne zijn zes 

verschillende mutaties beschreven die mogelijk betrokken zijn bij het ontstaan van de ziekte van 

Parkinson.
10

  

 Er zijn aanwijzingen dat bepaalde vormen van het α-synucleïne zich kunnen verspreiden naar 

omliggende gebieden in de hersenen.
11

 Daarnaast zijn er aanwijzingen dat verkeerd gevouwen α-

synucleïne moleculen van cel naar cel overgedragen kunnen worden in mensen. In 

Parkinsonpatiënten die foetale dopamine producerende cellen in het brein getransplanteerd kregen, 

waren er na elf tot zestien jaar Lewy bodies aanwezig in de getransplanteerde cellen.
12

 

 

Voorgenomen werkzaamheden  

Beschrijving van de genetisch gemodificeerde AAV-deeltjes 

Voor het beschreven onderzoek zal de aanvrager gebruik maken van vier verschillende soorten 

replicatiedeficiënte gg-AAV deeltjes. Het gg-AAV genoom bevat de coderende sequentie voor het 

wildtype -synucleïne of eGFP, al dan niet in combinatie met een mitochondriale targeting 

sequentie (MTS). De expressie van α-synucleïne of eGFP wordt gereguleerd door de humane 

synapsin-1 promoter. In de virale vector is volgens de aanvrager een element aanwezig dat de 

expressie van het wildtype α-synucleïne tijdens de productie van de gg-AAV deeltjes voorkomt. De 

aanvrager heeft niet aangegeven welk element dit is. Daarnaast bevat de gg-AAV vector het 

Woodchuck hepatitis virus regulatory element die het transport van mRNA vanuit de celkern 

efficiënter laat verlopen.
13

  

 De gg-AAV deeltjes worden geproduceerd met behulp van een productiesysteem dat gebaseerd 

is op co-transfectie met twee plasmiden in HEK293 cellen. Voor de productie van gg-AAV deeltjes 

wordt het helperplasmide pDG2, dat codeert voor de rep en cap genen van AAV-2 en 

adenohelperfuncties, getransfecteerd in combinatie met een plasmide dat het genoom van het gg-

AAV bevat. De productie van de gg-AAV vindt elders plaats en valt niet onder deze 

vergunningaanvraag.  

 

Handelingen met ratten in associatie met gg-AAV 

De gg-AAV deeltjes worden in een veiligheidskabinet van klasse 2 via een bilaterale canule in de 

hersenen toegediend aan ratten. In één hersenhelft worden gg-AAV deeltjes toegediend die het 

wildtype -synucleïne tot expressie brengen en als controle worden in de andere hersenhelft gg-
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AAV deeltjes die eGFP tot expressie brengen, toegediend. De aanvrager wil de ratten injecteren 

met -synucleïne en eGFP of -synucleïne-MTS en eGFP-MTS. Na toediening wordt de canule 

afgesloten met een dopje. Het dopje wordt met lijm gefixeerd zodat er geen gg-AAV deeltjes uit de 

canule kunnen lekken. De ratten worden gedurende het hele experiment in individueel 

geventileerde kooien op DM-II inperkingsniveau gehouden. 

 

Tijdens het experiment zullen 1, 2, 3, 5 en 8 weken na het toedienen van de gg-AAV deeltjes 

gedragstesten uitgevoerd worden. De aanvrager geeft aan dat deze testen zullen plaatsvinden in een 

DM-II laboratorium in een veiligheidskabinet van klasse 2. Daarnaast zullen op dezelfde 

tijdstippen ook scans van de hersenen van de ratten gemaakt worden met een microPET scanner. 

Voordat de scan plaatsvindt, worden de ratten in slaap gebracht in een veiligheidskabinet van 

klasse 2. De aanvrager geeft aan dat de scans zullen plaatsvinden in een DM-II laboratorium buiten 

het veiligheidskabinet van klasse 2.  

 

Handelingen met cellen en weefsels van getransduceerde ratten in associatie met genetisch 

gemodificeerde micro-organismen 

De ratten worden na afloop van het experiment gedood middels cardiale perfusie met een 4% 

paraformaldehyde oplossing. Deze werkzaamheden zullen plaatsvinden in een veiligheidskabinet 

van klasse 2. Vervolgens zullen de hersenen uitgeprepareerd worden en gedurende 24 uur gefixeerd 

in een 4% paraformaldehyde oplossing. Na fixatie worden de hersenen histologisch onderzocht. 

 

Eerder COGEM advies  

AAV vectoren 

De COGEM heeft in het verleden verschillende malen geadviseerd over klinische studies waarbij 

AAV vectoren gebruikt werden.
14,15,16

 In 2002 en 2012 heeft de COGEM geadviseerd over de 

inschaling van in vivo laboratoriumwerkzaamheden met AAV deeltjes die geproduceerd werden 

met een productiesysteem dat gebaseerd was op co-transfectie van twee plasmiden.
17,18

 Dit systeem 

berust op een helperplasmide dat codeert voor de rep en cap genen alsmede de adenovirusfuncties 

benodigd voor het maken van het gg-AAV en een plasmide met de genetische informatie van het 

gg-AAV deeltje. Dit plasmide bevatte alleen de ITRs en de beoogde transgenen. Vanwege het 

gebruikte productiesysteem achtte de COGEM de kans verwaarloosbaar klein dat bij productie van 

de gg-AAV deeltjes recombinatie tussen de plasmiden op zou treden. Aanvullende maatregelen 

zijn geadviseerd om het risico op contaminatie met wildtype adeno- of herpesvirus te verkleinen. 

De COGEM achtte de kans daarom verwaarloosbaar klein dat met het genoemde productiesysteem 

replicatiecompetent AAV zou ontstaan.  

 

Werkzaamheden met -synucleïne 

Eerder dit jaar heeft de COGEM een advies uitgebracht over werkzaamheden met wildtype en 

mutant -synucleïne.
19

 In dit advies heeft zij gesteld dat gezien de ernst van de ziekte van 

Parkinson en het feit dat nog veel onbekend is over de mogelijke transmissie van -synucleïne 

pathologie de COGEM op basis van het voorzichtigheidsprincipe -synucleïne voorlopig 
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beschouwt als schadelijk genproduct, totdat zij op basis van nieuwe wetenschappelijke informatie 

de aard van dit eiwit nader kan bepalen. 

 

Zodoende zijn de werkzaamheden met dit eiwit ingeschaald op ML-II en DM-II inperkingsniveau. 

Waarbij de volgende aanvullende maatregelen noodzakelijk geacht worden: 

 Open handelingen dienen uitgevoerd te worden in een veiligheidskabinet klasse 2; 

 Tijdens de handelingen dienen handschoenen te worden gedragen; 

 Het gebruik van ‘sharps’ moet tot een minimum worden beperkt en is alleen toegestaan in 

combinatie met kevlarhandschoenen. 

 

Omdat niet duidelijk is welke inactivatiemethode geschikt is om -synucleïne na afloop van de 

experimenten te inactiveren, heeft de COGEM geadviseerd om voor decontaminatie de volgende 

voorschriften te hanteren: 

 Het vaste afval en kleine volumina vloeibaar afval dient in breukvaste en lekdichte 

containers verzameld en als ziekenhuisafval door verbranding vernietigd te worden; 

 Gezien het ontbreken van ervaring met de inactiverende werking van 8M ureum oplossing 

op werkoppervlakken, dienen de werkplekken voorzien te worden van absorberend 

materiaal dat als ziekenhuisafval verbrand wordt; 

 Vloeibaar afval dient gedurende een uur te worden geïncubeerd in een 8M ureum oplossing 

(eindconcentratie), gevolgd door minimale verhitting bij 121ºC gedurende 30 minuten. 

 

Adviesvraag 

De aanvrager is voornemens om experimenten uit te voeren met replicatiedefectieve gg-AAV 

deeltjes die coderen voor -synucleïne. In het gg-AAV genoom staat de expressie van -

synucleïne onder controle van de humane synapsin-1 promoter. De aanvrager is voornemens om de 

gg-AAV deeltjes toe te dienen in de hersenen van ratten. Vervolgens worden gedragstesten 

uitgevoerd. Daarnaast worden scans gemaakt van de hersenen van de ratten en aan het einde van 

het experiment worden de ratten gedood. De hersenen worden gefixeerd en gebruikt voor 

histologische kleuringen. De COGEM is gevraagd te adviseren over deze handelingen.  

 

Behalve de inschaling van de bovengenoemde werkzaamheden is de COGEM gevraagd te 

adviseren over de inschaling van soortgelijke experimenten waarbij een andere promoter gebruikt 

wordt. Hierdoor kan er expressie van het -synucleïne in andere weefsels plaatsvinden. Daarnaast 

is de COGEM gevraagd op welk inperkingsniveau invasieve handelingen met transgene muizen, en 

cellen en weefsels van deze muizen ingeschaald moeten worden. 

 

Overweging 

α-synucleïne 

Van nature is -synucleïne aanwezig in de hersenen van gewervelde dieren. Het eiwit kan onder 

specifieke condities aggregeren en er bestaan sterke aanwijzingen dat deze aggregatie leidt tot het 

ontstaan van de ziekte van Parkinson.
10

 De exacte rol van -synucleïne aggregaten in het ontstaan 
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van de ziekte van Parkinson is echter nog niet opgehelderd. Daarnaast is op dit moment niet 

duidelijk welke condities noodzakelijk zijn voor de aggregatie van -synucleïne en is er 

onduidelijkheid over de mogelijke transmissieroutes. Verschillende in vivo experimenten 

suggereren dat -synucleïne pathologie van dier-op-dier en van mens-op-dier overdraagbaar is.
20,21

 
 

Gezien de ernst van de ziekte van Parkinson en het feit dat nog veel onbekend is over de mogelijke 

transmissie van -synucleïne pathologie beschouwt de COGEM op basis van het 

voorzichtigheidsprincipe -synucleïne voorlopig als schadelijk genproduct, totdat zij op basis van 

nieuwe wetenschappelijke informatie de aard van dit eiwit nader kan bepalen. 

 

Productie van gg-AAV deeltjes die coderen voor α-synucleïne  

De aanvrager geeft aan dat de virusdeeltjes die gebruikt worden in de experimenten elders 

geproduceerd zijn. De replicatiedefectieve gg-AAV deeltjes zijn geproduceerd in afwezigheid van 

wildtype AAV, wildtype adenovirus en andere virussen die in een helperfunctie van AAV kunnen 

voorzien. Op basis van de afwezigheid van sequentieoverlap tussen de verschillende plasmiden en 

de langdurige ervaring met het beschreven productiesysteem concludeert de COGEM dat de kans 

verwaarloosbaar klein is dat tijdens de productie replicatiecompetent gg-AAV zal ontstaan.
18

 Zij 

wijst daarbij op het belang dat de productiecellen vrij zijn van wildtype AAV en helpervirussen. 

 

De aanvrager stelt dat tijdens de productie van de gg-AAV deeltjes geen α-synucleïne 

geproduceerd wordt. De transcriptie van α-synucleïne wordt gereguleerd door de humane synapsin-

1 promoter die volgens de aanvrager alleen actief is in neuronale cellen. Daarnaast bevat het gg-

AAV genoom volgens de aanvrager een element dat de transcriptie van α-synucleïne voorkomt.  

 De productie van gg-AAV deeltjes vindt plaats in HEK293 cellen. Deze cellen zijn afgeleid van 

humane embryonale niercellen. Ondanks deze oorsprong zijn in de wetenschappelijke literatuur 

aanwijzingen dat de HEK293 cellen verschillende neuronale eiwitten tot expressie brengen.
22

 

Mogelijk zijn in dit celtype promoteren actief die normaal alleen in neuronen actief zijn. Verder 

bevat het gg-AAV genoom volgens de aanvrager een element dat transcriptie van α-synucleïne 

moet voorkomen, maar het is onduidelijk welk element dit is. 

 Op basis van deze informatie is de COGEM van mening dat tijdens de productie van gg-AAV 

deeltjes mogelijk ook α-synucleïne geproduceerd wordt en dat -nucleïne mogelijk aanwezig is in 

de gg-AAV batches. 

 

Blootstelling van de medewerker aan -synucleïne  

Er zijn verschillende momenten tijdens de werkzaamheden dat de medewerker blootgesteld kan 

worden aan -synucleïne. Na de productie van de gg-AAV deeltjes vinden nog enkele 

zuiveringsstappen plaats voordat het aan ratten wordt toegediend. Aangezien de werkzaamheden 

met de gg-AAV deeltjes worden uitgevoerd in een veiligheidskabinet van klasse 2 is de enige 

manier waarop de medewerker direct aan α-synucleïne blootgesteld wordt via een prik- of 

snijaccident. Aanvullende voorschriften zijn noodzakelijk om de veiligheid van de 

laboratoriummedewerker te garanderen. 
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Daarnaast kan de medewerker aan het einde van het experiment aan -synucleïne worden 

blootgesteld. De ratten worden gedood en gefixeerd middels cardiale perfusie met 4% 

paraformaldehyde fixatief. Hierna zullen de hersenen uitgeprepareerd worden en 24 uur in een 4% 

paraformaldehyde oplossing worden opgeslagen voordat ze gebruikt worden voor histologische 

kleuringen.  Tijdens het experiment wordt in de rattenhersenen α-synucleïne geproduceerd. 

Gerapporteerd is dat de fixatie met formaldehyde niet voldoende is om aggeregaten van α-

synucleïne te fixeren.
23

 Gezien het risico op blootstelling van de medewerker aan α-synucleïne of 

α-synucleïne aggregaten door spatten of aerosolen, adviseert de COGEM om de histologische 

kleuringen in een veiligheidskabinet van klasse 2 op ML-II inperkingsniveau uit te voeren om 

mogelijke blootstelling aan α-synucleïne te voorkomen.  

 

Werkzaamheden met de gg-AAV deeltjes die coderen voor -synucleïne 

Wildtype AAV kan niet autonoom repliceren in een gastheercel, daarvoor is de aanwezigheid van 

een helpervirus, zoals adenovirus of herpesvirus nodig. De COGEM is daarom van mening dat 

AAV bij afwezigheid van een helpervirus van nature biologisch ingeperkt is.  

 

Blootstelling van medewerker aan gg-AAV  

Tijdens de werkzaamheden worden de gg-AAV deeltjes toegediend in de hersenen van ratten. De 

transmissie van wildtype AAV vindt plaats via de aerogene en gastro-intestinale route. Aangezien 

de replicatiedeficiente gg-AAV deeltjes in de hersenen toegediend worden en de COGEM de kans 

zeer klein acht dat gg-AAV deeltjes de bloed-hersenbarrière passeren, is de COGEM van mening 

dat de kans verwaarloosbaar klein is dat gg-AAV deeltjes verspreid worden.  

 Daarnaast kan de medewerker aan gg-AAV deeltjes blootgesteld worden via een prikaccident 

tijdens het toedienen van gg-AAV aan de ratten. Omdat de gg-AAV deeltjes replicatiedefectief 

zijn, moeten er voordat replicatie van de gg-AAV vector in de medewerker kan plaatsvinden cellen 

zowel door een gg-AAV, een wildtype AAV als een helpervirus geïnfecteerd zijn. De COGEM 

acht de kans klein dat de betreffende medewerker op hetzelfde moment geïnfecteerd is door zowel 

een wildtype AAV als een helpervirus en diezelfde cellen ook geïnfecteerd worden door het gg-

AAV. Om het risico op verspreiding van gg-AAV verder te verkleinen acht de COGEM 

aanvullende voorschriften noodzakelijk. 

 Een andere mogelijke route van blootstelling zou aan het einde van het experiment zijn. De 

COGEM acht de kans echter zeer klein dat er 1 week na het toedienen van maximaal 1 x 10
9
 

replicatiedeficiënte gg-AAV deeltjes in de hersenen er nog gg-AAV aanwezig is. Mocht er aan het 

einde van het experiment alsnog gg-AAV aanwezig zijn, dan is de beschreven fixatiemethode 

voldoende om deze deeltjes te inactiveren. 

 

Werkzaamheden met ratten buiten het veiligheidskabinet van klasse 2 

De aanvrager verzoekt de ratten 7 dagen na toediening van de gg-AAV deeltjes op het DM-II 

laboratorium buiten het veiligheidskabinet te mogen brengen om hersenscans te kunnen maken. De 

ratten worden na toediening van de gg-AAV deeltjes gehouden in een DM-II laboratorium. Het is 

onbekend hoeveel gg-AAV deeltjes de aanvrager wil toedienen aan de ratten.  



COGEM advies CGM/150824-01 

 

7 

In een eerder advies heeft de COGEM geadviseerd dat muizen 7 dagen na toediening van gg-AAV 

deeltjes in het oog, van DM-II inperkingsniveau teruggeplaatst mochten worden naar D-I 

inperkingsniveau, omdat aangetoond was dat er niet langer gg-AAV deeltjes aanwezig waren in het 

bloed en de urine van de muizen. Een voorwaarde voor deze omlaagschaling was dat er maximaal 

1 x 10
9
 gg-AAV deeltjes toegediend werden.

18
 De COGEM is van mening, dat het waarschijnlijk is 

dat afbraak van de gg-AAV deeltjes sneller zal verlopen in de hersenen dan in het oog.  

 De COGEM is van mening dat indien maximaal 1 x 10
9
 gg-AAV deeltjes in de hersenen van 

ratten is toegediend, het vanaf 7 dagen na toediening mogelijk is om de ratten buiten een 

veiligheidskabinet van klasse 2 te scannen zonder dat er een risico is voor mens en milieu.  

 

Werkzaamheden met weefsels en cellen van ratten waarbij gg-AAV met α-synucleïne toegediend is 

Aan het einde van het experiment worden de ratten gedood en gefixeerd middels cardiale perfusie 

met 4% paraformaldehyde fixatief. Hierna zullen de hersenen uitgeprepareerd worden en 24 uur in 

een 4% paraformaldehyde oplossing worden opgeslagen voordat ze gebruikt worden voor 

histologische kleuringen. 

 De COGEM acht de kans zeer klein dat er 1 week na het toedienen van 1 x 10
9
 

replicatiedeficiënte gg-AAV deeltjes in de hersenen er nog gg-AAV aanwezig is. Mocht er aan het 

einde van het experiment alsnog gg-AAV aanwezig zijn, dan is de beschreven fixatiemethode 

voldoende om deze deeltjes te inactiveren. Tijdens het experiment wordt in de rattenhersenen α-

synucleïne geproduceerd. Gerapporteerd is dat de fixatie met formaldehyde niet voldoende is om 

aggeregaten van α-synucleïne te fixeren.
23

 Gezien het risico op blootstelling van de medewerker 

aan α-synucleïne of α-synucleïne aggregaten door spatten of aerosolen, adviseert de COGEM om 

de histologische kleuringen in een veiligheidskabinet van klasse 2 op ML-II inperkingsniveau uit te 

voeren om mogelijke blootstelling van de medewerker aan α-synucleïne te voorkomen.  

 

Additionele vragen van het Bureau ggo 

 

Werkzaamheden met gg-AAV deeltjes met andere promotoren 

In de experimenten in deze aanvraag wordt gebruik gemaakt van replicatiedefectieve gg-AAV 

deeltjes die coderen voor het -synucleïne wanneer de human synapsin-1 promoter actief is. Deze 

promoter zorgt voor neuronale expressie van het eiwit na toediening in de hersenen van ratten. De 

COGEM is gevraagd te adviseren over soortgelijke werkzaamheden waarbij gebruik gemaakt 

wordt van een andere promoter. Zo is de CMV promoter ook actief in gliacellen. Aangezien er in 

de experimenten gebruik gemaakt wordt van replicatiedefectieve gg-AAV deeltjes die 

geproduceerd zijn in afwezigheid van helpervirussen, kunnen in ratten geen nieuwe gg-AAV 

deeltjes geproduceerd worden. Een voorwaarde hiervoor is dat de rat vrij moet zijn van wildtype 

AAV en helpervirussen.  

 Indien in de rat geen AAV en geen helpervirussen zoals adenovirussen en herpesvirussen 

aanwezig zijn, kan er geen replicatie van het gg-AAV kan optreden. De COGEM is van mening dat 

wanneer de productie van -synucleïne onder controle staat van een andere promoter dan de 
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humane synapsin-1 promoter er geen aanvullend milieurisico is ten opzichte van werkzaamheden 

met gg-AAV deeltjes met de humane synapsin-1 promoter. 

 

Invasieve handelingen van transgene muizen, en handelingen met cellen en weefsels van deze 

muizen 

In een eerder advies heeft de COGEM geadviseerd over de huisvestingen van muizen die transgeen 

zijn voor wildtype of mutant -synucleïne, en de huisvesting na het toedienen van ‘seeds’.
19

 De 

COGEM is in het onderhavige advies gevraagd te adviseren over het inperkingsniveau van 

invasieve handelingen met deze muizen en handelingen met cellen en weefsels van deze transgene 

muizen.  

 Zoals beschreven in het eerdere advies kan de COGEM niet uitsluiten dat de ‘seeds’ onbedoeld 

vrijkomen. De kans op blootstelling van de medewerker aan α-synucleïne of α-synucleïne 

aggregaten is hierdoor aanwezig. Om het risico op blootstelling te minimaliseren is de COGEM 

van mening dat er aanvullende voorschriften noodzakelijk zijn.  

 

De COGEM is van mening dat het risico voor mens en milieu verwaarloosbaar klein is wanneer het 

toedienen van ‘seeds’ aan de gg-muizen onder dezelfde voorwaarden worden uitgevoerd als het 

toedienen van de gg-AAV deeltjes aan ratten. Tevens acht de COGEM het risico voor mens en 

milieu verwaarloosbaar klein wanneer de werkzaamheden met de weefsels en cellen, mits op 

dezelfde manier gefixeerd, op hetzelfde inperkingsniveau en met dezelfde aanvullende 

voorschriften uitgevoerd worden als de werkzaamheden met weefsels en cellen van de ratten.  

 

Conclusie 

Voorbereidende werkzaamheden met de gg-AAV deeltjes 

De aanvrager is voornemens om replicatiedefectieve gg-AAV deeltjes die het wildtype -

synucleïne tot expressie brengen toe te dienen in de hersenen van ratten. De productie van de gg-

AAV deeltjes die tijdens deze werkzaamheden gebruikt worden, valt niet onder deze 

vergunningaanvraag. De aanvrager meldt dat het productiesysteem vrij is van wildtype AAV en 

helpervirussen. Uitgaande van deze gegevens is er geen replicatiecompetent gg-AAV aanwezig in 

de te gebruiken virusbatches. De COGEM concludeert hieruit dat er tijdens de werkzaamheden 

geen replicatiecompetent gg-AAV aanwezig is. De COGEM adviseert de voorbereidende 

werkzaamheden op ML-II uit te voeren en de daarbij geldende standaardvoorschriften te hanteren.  

Vanwege de verspreidingsroutes van gg-AAV, adviseert de COGEM hierbij de volgende 

aanvullende voorschriften te hanteren: 

 Open handelingen worden in een veiligheidskabinet van klasse II uitgevoerd; 

 Tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen. 

 

Toedienen van gg-AAV deeltjes die coderen voor -synucleïne aan ratten 

Tijdens deze werkzaamheden wordt gewerkt met gg-AAV deeltjes die aerogeen kunnen 

verspreiden. Omdat de oplossing waarin de gg-AAV deeltjes aanwezig zijn mogelijk α-synucleïne 

bevat, acht de COGEM aanvullende maatregelen noodzakelijk om de werknemer te beschermen 
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tegen mogelijke prikaccidenten en blootstelling aan dit eiwit. De COGEM adviseert de 

werkzaamheden met gg-AAV in associatie met ratten uit te voeren op DM-II inperkingsniveau en 

hierbij de volgende aanvullende voorschriften te hanteren: 

 Open handelingen worden in een veiligheidskabinet van klasse II uitgevoerd; 

 Tijdens de werkzaamheden dienen handschoenen te worden gedragen; 

 De ratten moeten vrij zijn van wildtype AAV, wildtype adenovirus en andere virussen die 

in een helperfunctie van AAV kunnen voorzien; 

 Het gebruik van ‘sharps’ moet tot een minimum worden beperkt, en is alleen toegestaan 

onder condities waarbij prik/snij-accidenten worden voorkomen (bv kevlar handschoenen); 

 Open handelingen, waaronder alle handelingen waarbij een ‘besmette’ filtertopkooi 

geopend wordt, worden in een veiligheidskabinet van klasse II uitgevoerd. 

 

Imaging van ratten buiten het veiligheidskabinet van klasse 2 

De aanvrager is voornemens om de ratten vanaf 1 week na toediening van de gg-AAV deeltjes na 

verdoving te scannen in een microPET scanner in een DM-II verblijf. De COGEM acht de risico’s 

verwaarloosbaar klein mits er maximaal 1 x 10
9
 virusdeeltjes toegediend zijn, en: 

 Tijdens de werkzaamheden dienen handschoenen te worden gedragen; 

 De gg-AAV deeltjes worden toegediend in de hersenen; 

 Na toediening van de gg-AAV deeltjes worden de dieren minimaal één week op DM-II 

gehuisvest voordat de imaging buiten een veiligheidskabinet van klasse 2 kan plaatsvinden. 

 

Doden van de ratten aan het einde van het experiment 

Aan het einde van het experiment worden de ratten gedood. Dit vindt plaats middels cardiale 

perfusie van de rat met een 4% formaldehyde oplossing. Tijdens deze werkzaamheden zijn de gg-

AAV deeltjes gefixeerd, er is echter wel -synucleïne in de rat aanwezig.  

 

De COGEM adviseert deze handeling uit te voeren op DM-II inperkingsniveau en daarbij de 

volgende aanvullende voorschriften te hanteren: 

 Open handelingen dienen uitgevoerd te worden in een veiligheidskabinet klasse 2; 

 Tijdens de handelingen dienen handschoenen te worden gedragen; 

 Het gebruik van ‘sharps’ moet tot een minimum worden beperkt, en is alleen toegestaan 

onder condities waarbij prik/snij-accidenten worden voorkomen (bv kevlar handschoenen); 

 Het vaste afval en kleine volumina vloeibaar afval dient in breukvaste en lekdichte 

containers verzameld en als ziekenhuisafval door verbranding vernietigd te worden; 

 De werkplekken dienen voorzien te worden van absorberend materiaal dat als 

ziekenhuisafval verbrand wordt; 

 Vloeibaar afval dient gedurende een uur te worden geïncubeerd in een 8M ureum oplossing 

(eindconcentratie), gevolgd door minimale verhitting bij 121°C gedurende 30 minuten. 
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Werkzaamheden met weefsels en cellen van de ratten uit dit experiment 

Na cardiale perfusie met 4% formaldehyde oplossing en vervolgens fixatie in 4% formaldehyde 

oplossing gedurende 24 uur zijn in de hersenen zullen alle gg-AAV deeltjes gefixeerd zijn. Het is 

volgens de COGEM waarschijnlijk dat -synucleïne niet gefixeerd zal zijn. Gezien het risico voor 

medewerkers
19

, die met het materiaal in aanraking komen, adviseert de COGEM om de 

werkzaamheden op ML-II inperkingsniveau uit te voeren en daarbij de volgende aanvullende 

voorschriften te hanteren: 

 Open handelingen dienen uitgevoerd te worden in een veiligheidskabinet klasse 2; 

 Tijdens de handelingen dienen handschoenen te worden gedragen; 

 Het gebruik van ‘sharps’ moet tot een minimum worden beperkt, en is alleen toegestaan 

onder condities waarbij prik/snij-accidenten worden voorkomen (bv kevlar handschoenen); 

 Het vaste afval en kleine volumina vloeibaar afval dient in breukvaste en lekdichte 

containers verzameld en als ziekenhuisafval door verbranding vernietigd te worden; 

 De werkplekken dienen voorzien te worden van absorberend materiaal dat als 

ziekenhuisafval verbrand wordt; 

 Vloeibaar afval dient gedurende een uur te worden geïncubeerd in een 8M ureum oplossing 

(eindconcentratie), gevolgd door minimale verhitting bij 121°C gedurende 30 minuten. 

 

 

Aanvullende vragen van Bureau ggo 

 

Werkzaamheden met gg-AAV deeltjes met andere promotoren 

Dit deel van het advies betreft werkzaamheden met gg-AAV waarbij de humane synapsin-1 

promoter is vervangen door een andere promoter. Tijdens deze werkzaamheden worden dezelfde 

werkzaamheden uitgevoerd. De aanwezigheid van een andere promoter is niet van invloed op de 

uitkomst van de risicoanalyse. Zodoende gelden dezelfde voorwaarden als die hierboven 

beschreven zijn.  

 

Invasieve handelingen van transgene muizen, en handelingen met cellen en weefsels van deze 

muizen 

De COGEM adviseert het toedienen van ‘seeds’ aan de gg-muizen uit te voeren op DM-II 

inperkingsniveau en hierbij de volgende aanvullende voorschriften te hanteren: 

 Open handelingen worden in een veiligheidskabinet van klasse II uitgevoerd; 

 Tijdens de werkzaamheden dienen handschoenen te worden gedragen; 

 De ratten moeten vrij zijn van wildtype AAV, wildtype adenovirus en andere virussen die 

in een helperfunctie van AAV kunnen voorzien; 

 Het gebruik van ‘sharps’ moet tot een minimum worden beperkt, en is alleen toegestaan 

onder condities waarbij prik/snij-accidenten worden voorkomen (bv kevlar handschoenen); 

 Open handelingen, waaronder alle handelingen waarbij een ‘besmette’ filtertopkooi 

geopend wordt, worden in een veiligheidskabinet van klasse II uitgevoerd. 
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De COGEM adviseert de werkzaamheden met de weefsels en cellen van de gg-muizen onder 

dezelfde condities uit te voeren als die met de weefsels en cellen van de ratten. 
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