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DATUM 1 februari 2024 

KENMERK CGM/240201-02 

ONDERWERP Advies omlaagschaling transfectie van cellen met gelineariseerd HPV16 of -18 

 

 

Geachte mevrouw Heijnen, 

 

Naar aanleiding van een adviesvraag over het dossier IG 23-186_2.8-000 getiteld ‘Transfectie 

en immortalisatie van primaire zoogdiercellen met gelineariseerd full length humaan 

papilloma virus DNA’, dat is ingediend door Stichting VU Medisch Centrum (VUmc), deelt 

de COGEM u het volgende mee. 

  

Samenvatting: 

De COGEM is gevraagd te adviseren over werkzaamheden met de genetisch 

gemodificeerde (gg-)virussen Alphapapillomavirus 9 en Alphapapillomavirus 7. Deze 

virussen staan beter bekend als respectievelijk humaan papillomavirus (HPV) 16 en 18. 

De virussen verspreiden zich via seksueel contact. Infectie met deze twee virussen kan 

(genitale) wratten, maar soms ook o.a. baarmoederhalskanker veroorzaken. Deze virussen 

zijn ingedeeld in pathogeniteitsklasse 2, en werkzaamheden hiermee moeten op ML-II 

plaatsvinden. Hierbij moeten open handelingen met de virussen in een kabinet van 

veiligheidsklasse 2 uitgevoerd worden en moeten altijd handschoenen gedragen worden. 

HPV heeft een circulair DNA genoom. De aanvrager is voornemens om primaire 

zoogdiercellen te transfecteren met het genoom van HPV16 of -18, door een plasmide te 

gebruiken met daarin een gelineariseerd HPV16 of -18 genoom. 

De COGEM is van oordeel dat bij uitvoering van de transfectie en immortalisatie op ML-I, 

met aanvullende voorwaarden, de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein zijn. 

Wel moet zijn aangetoond dat er geen humane papillomavirussen aanwezig zijn in de 

primaire zoogdiercellen. 

 

 

BEZOEKADRES: 

A. VAN LEEUWENHOEKLAAN 9 

3721 MA BILTHOVEN 

 

POSTADRES: 

POSTBUS 578 

3720 AN BILTHOVEN 

 

TEL.: 088 689 2777 

INFO@COGEM.NET 

WWW.COGEM.NET 



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 IenW, Directie Omgevingsveiligheid en milieurisico’s, 

DG Milieu en Internationaal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling is het COGEM lid dr. A.T. Das niet 

betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies. 
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Omlaagschaling van transfectie van cellen met 

gelineariseerd humaan papillomavirus 16 of 18 

 

COGEM advies CGM/240201-02 

 

1. Inleiding 

De COGEM is gevraagd te adviseren over werkzaamheden met genetisch gemodificeerd (gg-)humaan 

papillomavirus 16 en 18 in primaire zoogdiercellen. De adviesvraag is gesteld naar aanleiding van een 

vergunningsaanvraag van de Stichting VUmc (IG 23-186). De COGEM is gevraagd of er op basis van de 

door de aanvrager aangeleverde informatie uitgesloten kan worden dat er infectieuze virusdeeltjes worden 

gevormd tijdens de voorgenomen werkzaamheden. Ook is de COGEM gevraagd of zij kan instemmen 

met de inschaling van de werkzaamheden op ML-I en de voorgestelde aanvullende voorschriften. 

 

2. Humane papillomavirussen 

De humane papillomavirussen (HPV’s) behoren tot de subfamilie Firstpapillomavirnae, binnen de familie 

van Papillomaviridae. Binnen deze subfamilie worden 52 genera onderscheiden.1 De HPV’s zijn 

ondergebracht in vijf genera; de andere genera bevatten dierlijke papillomavirussen. Papillomavirussen 

komen voor bij vertebraten en zijn soort- en weefselspecifiek.2 HPV16 (Alphapapillomavirus 9) en 

HPV18 (Alphapapillomavirus 7) behoren tot het genus van Alphapapillomavirus.1 

 

2.1 Genoomorganisatie van HPV16 en -18 

Het genoom van papillomavirussen bestaat uit een circulair, dubbelstrengs DNA-molecuul van ongeveer 

8 kb lang. Het genoom van HPV16 en -18 codeert voor 9 eiwitten: 7 ‘early’ (E) en 2 ‘late’ (L) eiwitten.3 

De eiwitmantel van het virusdeeltje is opgebouwd uit de L1- en L2-eiwitten. De E1- en E2-eiwitten zijn 

betrokken bij de replicatie en genoomintegratie.4,5 Het E1^E4 eiwit kan binden aan het cytoskelet en is 

betrokken bij het vrijkomen van virusdeeltjes uit cellen.6,7,8 Replicatie van viraal DNA wordt gefaciliteerd 

door de interacties tussen de E5-, E6- en E7-eiwitten en verschillende cellulaire eiwitten. Deze interacties 

leiden tot immortalisatie van de gastheercel en transformatie van het HPV genoom. Deze drie virale 

eiwitten worden geassocieerd met de oncogene eigenschappen van HPV16 en -18.9,10,11 E2^E8 remt virale 

genexpressie en virale genoomreplicatie.12 Het E3-eiwit is niet aanwezig in alphapapillomavirussen zoals 

HPV16 en -18. 

 

2.2 Gevolgen van infectie met HPV-16 en -18 

Infecties met HPV komen wereldwijd voor.9 Ongeveer 80% van de bevolking wordt gedurende diens 

leven geïnfecteerd met een van de verschillende HPV-typen.13 HPV wordt overgedragen door direct 

epitheelcontact van huid of slijmvliezen. Een infectie met HPV kan voet-, hand- of genitale wratten 

veroorzaken.14,15,16 Voor de HPV’s die de slijmvliezen infecteren – zoals HPV16 en -18 – vormt seksueel 

contact de belangrijkste transmissieroute. Hoewel de transmissie van deze HPV-typen via andere routes, 

zoals de vingers, waarschijnlijk ook tot de mogelijkheden behoort, wordt de bijdrage van deze routes op 

de totale natuurlijke transmissie zeer klein geacht.16,17 De transmissiekans tijdens een enkel seksueel 

contact met een HPV-geïnfecteerde partner wordt geschat op 60%.18 
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Bij mucosale infecties van de baarmoederhals met een oncogeen HPV treedt in 70-80% van de gevallen 

geen klinische afwijking op en wordt de infectie binnen twee jaar door het eigen immuunsysteem 

opgeruimd.19 Echter, in een beperkt aantal gevallen (5%) veroorzaakt een infectie met een oncogeen HPV 

kanker en leidt daarmee tot een ernstig ziektebeeld.20 Infectie met HPV16 en -18 kan 

baarmoederhalskanker, kanker aan het anogenitale gebied (onder andere anus, vulva, vagina en penis) en 

kanker in het hoofd-hals gebied (mondholte, amandelen, strottenhoofd) veroorzaken. HPV16 en -18 zijn 

de meest voorkomende type HPV’s, en veroorzaken zo’n 70% van de gevallen van HPV-gerelateerde 

baarmoederhalskanker.21 In Europa wordt daarnaast 20 tot 90% van de orofaryngeale tumoren aan HPV 

toegeschreven, waarbij HPV16 het vaakst gevonden wordt.22,23,24 Er is sinds 2009 een vaccin opgenomen 

in het Nederlands Rijksvaccinatieprogramma dat gericht is tegen zowel HPV16 als -18.25 

 

3. Voorgenomen werkzaamheden 

De aanvrager is voornemens om primaire zoogdiercellen te transfecteren met plasmiden met daarin 

gelineariseerd HPV16 of -18. De plasmideklonen met gelineariseerd HPV16 of -18 zijn gecreëerd door 

het circulaire HPV-genoom te knippen in een essentieel gen. HPV16 is gelineariseerd middels een knip 

in het L1-gen, HPV18 is geknipt in het E1-gen. De klonering is, na ligatie en amplificatie, bevestigd met 

restrictieanalyse. De circulaire plasmideklonen zullen worden gebruikt om de primaire zoogdiercellen te 

transfecteren en zogenoemde “onsterfelijke” cellen te maken (immortalisatie). Vooraf zal bevestigd 

worden dat de primaire zoogdiercellen geen HPV bevatten. 

 

De aanvrager verzoekt bovenstaande werkzaamheden uit te mogen voeren op inperkingsniveau ML-I, 

waarbij alle open handelingen in een veiligheidskabinet van klasse II (VK-II) worden uitgevoerd. Tevens 

stelt de aanvrager voor dat er handschoenen gedragen zullen worden tijdens deze werkzaamheden. 

 

4. Eerdere COGEM adviezen over humaan papillomavirus 

De COGEM heeft in 2015 geadviseerd HPV16 en -18 in te delen in pathogeniteitsklasse 2.26 Tevens is 

geadviseerd om bij werkzaamheden met alle humane papillomavirussen handschoenen te dragen en 

tijdens open handelingen in een VK-II te werken. In het advies uit 2015 is het minderheidsstandpunt 

opgenomen om HPV16 en -18 in pathogeniteitsklasse 3 in te delen. Naar aanleiding van vragen van 

Bureau GGO heeft de COGEM in 2016 een nadere toelichting gegeven op dit advies.27 In 2017 heeft de 

COGEM geadviseerd over werkzaamheden om vaccinmateriaal te produceren met gg-influenzavirus en 

sequenties van onder andere HPV16.28 

 

5. Overweging en advies 

De aanvrager is voornemens om primaire zoogdiercellen te transfecteren met plasmiden met daarin 

gelineariseerd HPV16 of -18. De genomen van HPV16 en -18 zijn gelineariseerd door een knip in 

respectievelijk het L1- en E1-gen. Het L1 gen codeert voor een eiwit in de eiwitmantel. Het E1-eiwit is 

betrokken bij virale replicatie.4,5 Zonder werkend L1- of E1-eiwit is vorming van virusdeeltjes of replicatie 

niet mogelijk.29 Bovendien kan HPV16 en -18 enkel repliceren wanneer het virus episomaal aanwezig is 

in gedifferentieerde cellen.29 Door transfectie met het circulaire plasmide-DNA wordt het gelineariseerde 
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HPV16 of -18 genoom geïntroduceerd in een gastheercel. (Delen van) het HPV genoom kunnen hierdoor 

mogelijk integreren in het genoom van de gastheer. Vanwege de knip in een essentieel gen en verstoring 

die dit veroorzaakt voor de infectiecyclus van HPV acht de COGEM de kans verwaarloosbaar klein dat 

replicatie-competent HPV16 of -18 kan ontstaan wanneer (delen van) het HPV16 of -18 genoom 

geïntegreerd zijn in dat van de gastheercel. 

Wanneer het plasmide niet integreert in het DNA van de gastheer zal het plasmide-DNA uiteindelijk 

verdwijnen. Door de knip in een gen dat essentieel is voor replicatie, acht de COGEM de kans 

verwaarloosbaar klein dat er uit niet-geïntegreerd plasmide-DNA replicatie-competent HPV16 of -18 

gevormd kan worden. De COGEM acht de kans op recircularisatie van het HPV16 of -18 genoom 

verwaarloosbaar klein als het plasmide-DNA circulair wordt toegediend. 

 

Complementatie tussen het gelineariseerde genoom van HPV16 of -18 en andere HPV’s in de cel is niet 

geheel uit te sluiten. De primaire zoogdiercellen dienen derhalve vrij te zijn van humane 

papillomavirussen. Een PCR analyse is afdoende om de afwezigheid van HPV’s aan te tonen. 

 

Concluderend is de COGEM van oordeel dat de risico’s voor mens en milieu op inperkingsniveau ML-I 

verwaarloosbaar klein zijn bij transfectie van primaire zoogdiercellen met plasmideklonen met 

gelineariseerd HPV16 of -18, en de daaropvolgende instandhouding van de cellijnen voor mogelijke 

immortalisatie. Daarbij stelt de COGEM de randvoorwaarde op dat de primaire zoogdiercellen die worden 

getransfecteerd vrij zijn van humane papillomavirussen. Daarnaast stemt de COGEM in met de door de 

aanvrager voorgestelde aanvullende voorschriften. Dit betreft het uitvoeren van open handelingen in een 

VK-II en het dragen van handschoenen. 

 

6. Signalerende opmerking 

De COGEM signaleert dat vanuit ARBO-overwegingen handschoenen gedragen dienen te worden bij het 

hanteren van het gezuiverde plasmide-DNA. Dit is vanwege de aanwezigheid van oncogene sequenties 

in het plasmide. 
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