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ONDERWERP Advies Inschaling van werkzaamheden met alpha-synucleine

Geachte mevrouw Mansveld,

Naar aanleiding van een adviesvraag over ggo-werkzaamheden met a-synucleine deelt de
COGEM u het volgende mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de mogelijke risico’s van ggo-werkzaamheden
met het eiwit a-synucleine en de inperkende maatregelen die nodig zijn deze potenti€le
risico’s te minimaliseren.

Het a-synucleine is een eiwit dat betrokken is bij de signaaloverdracht tussen zenuwen in
gewervelde dieren. Onder specifieke condities kan dit eiwit een andere structuur
aannemen en gaan samenklonteren. Dit wordt in verband gebracht met het ontstaan van
de ziekte van Parkinson. In de wetenschappelijke literatuur is beschreven dat deze ziekte
van dier-op-dier en van mens-op-dier overdraagbaar is na experimentele blootstelling aan
samengeklonterde a-synucleine structuren. 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 het a-synucleine derhalve op
basis van het voorzichtigheidsprincipe vooralsnog als schadelijke genproduct totdat
wetenschappelijke onderzoek meer duidelijkheid geeft over de aard van dit eiwit.
Gebaseerd op deze kwalificatie van a-synucleine adviseert de COGEM de in vitro
werkzaamheden met coderende sequenties voor endogeen of mutant a-synucleine op
ML-II inperkingsniveau, en in vivo werkzaamheden met muizen die transgeen zijn voor
a-synucleine op DM-II inperkingsniveau in te schalen. Tevens adviseert zij hierbij enkele
aanvullende voorschriften te hanteren.

Tot slot signaleert de COGEM dat genoemde inperkende maatregelen mogelijk ook voor
ggo-werkzaamheden met enkele andere aggregerende eiwitten van toepassing zijn. Zij zal
IenM hier in een later stadium nader over adviseren.




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 lenM



Inschaling van werkzaamheden met
het aggregerende eiwit a-synucleine
COGEM advies CGM/150501-05

Inleiding

De COGEM is verzocht te adviseren over de benodigde inperkingsmaatregelen voor
werkzaamheden met potentieel aggregerende eiwitten die worden geassocieerd met ziekte, in het
algemeen en a-synucleine in het bijzonder. In de bestaande vergunningen van het Universitair
Medisch Centrum Groningen (UMCG) (IG 06-129 en IG 12-071) zijn de ggo-werkzaamheden met
de coderende sequentie voor het eiwit a-synucleine vergund. Het betreft de klonering van
sequenties coderend voor a-synucleine en mutanten in E. coli, handelingen met muizen die
transgeen zijn voor a-synucleine en mutante eiwitten (D-I), en handelingen met cellen en weefsels
van deze muizen (ML-I). Sinds het vaststellen van deze vergunningen zijn er in de
wetenschappelijke literatuur aanwijzingen gerapporteerd dat o-synucleine overgedragen kan
worden tussen hersengebieden. Hierdoor zijn er binnen het UMCG zorgen ontstaan over de
veiligheid van de bovengenoemde werkzaamheden. Naar aanleiding van deze zorgen heeft de BVF
van het UMCG een veiligheidsrapport opgesteld en is besloten om het inperkingsniveau van de
werkzaamheden met muizen en de cellen en weefsels van deze muizen op te schalen naar DM-II en
ML-II. De BVF heeft vervolgens de overheid om advies gevraagd inzake de mogelijke risico’s van
aggregerende eiwitten en de inperkende maatregelen die nodig zijn om veilig met deze eiwitten te
kunnen werken.

De COGEM is gevraagd de mogelijke risico’s van deze werkzaamheden te beoordelen en te
adviseren over de inperkende maatregelen die nodig zijn om deze risico’s te minimaliseren.
Daarnaast is de COGEM gevraagd of er andere aggregerende eiwitten zijn die als potentieel
ziekmakend eiwit beschouwd moeten worden en of de werkzaamheden met deze eiwitten op
eenzelfde manier ingeschaald moeten worden.

Aggregerende eiwitten

Een eiwit kan alleen goed functioneren wanneer het correct gevouwen is. Eiwitten die niet correct
gevouwen zijn worden door het lichaam afgebroken. Er zijn situaties waarin verkeerd gevouwen
eiwitten niet afgebroken worden en gaan aggregeren. Tijdens dit proces aggregeren eerst een
beperkt aantal eiwitten (oligomere vormen) en vormen een ‘seed’ waaraan meerdere van hetzelfde
verkeerd gevouwen eiwit kunnen binden. Tijdens dit proces kan een keten gevormd worden
waardoor uiteindelijk een fibril gevormd wordt." Door spontane of via cellulaire processen kunnen
delen afbreken die opnieuw als ‘seed’ kunnen dienen.” Uiteindelijk kunnen de fibrillen samen
plaques vormen die de werking van de cellen verstoren. De eiwitten in deze plaques zijn zeer
stabiel en kunnen moeilijk door proteasen afgebroken worden. Een voorbeeld hiervan zijn de
vorming van ‘Lewy bodies’ bij de ziekte van Parkinson.
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Prionen

Veel ongeneeslijke ziekten van centraal zenuwstelsel gaan gepaard met ophoping of aggregatie van
eiwit in de hersenen. Het bekendste voorbeeld van schadelijke aggregerende eiwitten zijn prionen.
Prionen veroorzaken overdraagbare spongieuze encephalopathieén (TSE’s), dit zijn fatale neurale
aandoeningen die zowel bij mens als dier voorkomen. De meest bekende vormen zijn de ziekte van
Creutzfeldt-Jakob (CJD), het Gertsmann-Striussler-Scheinker syndroom en Kuru bij de mens,
scrapie in schapen en geiten, en bovine spongieuze encephalopathie (BSE) in runderen.’

Het lichaamseigen PrP°-eiwit (¢ van cellulair) is aanwezig in alle cellen van zoogdieren en in grote
hoeveelheden in de hersenen. Door toevallige mutaties in het PrP°-gen kan een PrP*-eiwit
(waarbij sc verwijst naar scrapie) ontstaan. Deze eiwitten worden prionen genoemd (proteinaceous
infectious particle) omdat ze de eigenschap hebben om langs een vooralsnog onbekend
mechanisme nabijgelegen PrP°-eiwitten van vorm te laten veranderen. Door stapeling van deze
afwijkende prionen in hersenweefsel ontstaan progressieve neurodegeneratieve afwijkingen, met de
dood tot gevolg. Prionen kunnen zich niet vermenigvuldigen, maar kunnen de vouwing van het
lichaamseigen PrP°-eiwit veranderen in het afwijkende PrP*. Omdat het een lichaamseigen eiwit is,
is er tijdens het ziekteproces geen betrokkenheid van het immuunsysteem.

Prionen zijn zeer stabiel en het lichaam is niet in staat ze af te breken. Inactivatie van deze
eiwitten is lastig. Prionen zijn hittestabiel en autoclaveren onder normale condities (30 minuten bij
121°C) blijkt niet afdoende.’ Daarnaast zijn prionen resistent tegen desinfectantia zoals alcohol en
aceton, maar ook tegen extreme detergentia zoals formaldehyde, HCI, H,O, en fenolen.
Behandelen met een Na-hypochloriet- oplossing (20.000 ppm) of een 2M NaOH-oplossing zorgt
voor een sterk verminderde infectiviteit, maar werkt niet volledig.’

Behalve door een toevallige mutatie in het PrP°-gen kunnen TSE’s ontstaan door erfelijke
aanleg, door de consumptie van producten die prionen bevatten, door transplantatie van organen of
het overbrengen van bloedproducten. Het risico op besmetting is niet voor alle weefsels en
vloeistoffen gelijk: er is sprake van een hoog besmettingsrisico bij direct of indirect contact met
dura mater (harde hersenvlies), hersenen, hypofyse, het binnenste van het oog en ruggenmerg.” Het
is bekend dat de PrP*-eiwitten van mens-op-mens overgedragen kunnen worden, zoals in het geval
van Kuru. Daarnaast kan BSE van dier-op-mens overgedragen worden, terwijl scrapie alleen van
dier-op-dier overgedragen wordt.

Andere aggregerende eiwitten en ziektebeelden

Inmiddels is van een aantal neurodegeneratieve ziekten, zoals de ziekte van Alzheimer, de ziekte
van Parkinson, Amyotrofische Laterale Sclerose (ALS) en frontotemporale dementie, bekend dat
ze geassocieerd zijn met de aggregatie van eiwitten. Daarnaast zijn er aggregerende eiwitten die
een rol spelen bij ziekte van de nier, de lever, de milt of het hart.® In totaal zijn er meer dan 30
verschillende eiwitten bekend die door aggregatie een ziekte kunnen veroorzaken.”'

Een aantal van deze eiwitten hebben eigenschappen die deels vergelijkbare zijn met prionen. De
eiwitten kunnen zich verspreiden naar andere cellen en net als bij prionen zijn de gevormde
eiwitafzettingen erg stabiel. Maar anders dan bij prionen is tot op heden niet aangetoond dat deze
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aggregerende eiwitten via een natuurlijke route van mens-op-mens of dier-op-dier kunnen
verspreiden.''

a-synucleine

a-synucleine is een lichaamseigen eiwit van 14 kD dat aanwezig is in de cellen van de hersenen
van zoogdieren. Bij de mens bestaat het eiwit uit 3 domeinen en bevat de N-terminale regio een
aantal repeats waarvan het consensus motief KTKEGV is. Tot dusver zijn er in deze regio zes
verschillende mutaties beschreven die betrokken zijn bij het ontstaan van de ziekte van Parkinson.'?

De functie van a-synucleine is nog niet bekend. Er wordt gesuggereerd dat a-synucleine een rol
speelt bij de regulatie van het vrijkomen van de neurotransmitter dopamine.” Net als voor
aggregerende eiwitten zijn er verschillende vormen van a-synucleine beschreven. De monomere
vorm komt voor in de cellen, maar wanneer deze aggregeren kunnen er oligomere vormen en
fibrillen ontstaan. De oligomere vorm wordt in de wetenschappelijke literatuur gezien als de meest
toxische vorm van a-synucleine en fibrillen worden soms ook als toxisch beschouwd."

Zowel bij Lewy body dementie (LBD) als de ziekte van Parkinson is verkeerd gevouwen o-
synucleine in geaggregeerde vorm in Lewy bodies in de hersencellen aanwezig."* 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."

Wanneer asymptomatische jonge transgene muizen die een humane variant (A53T) van het a-
synucleine bevatten in de hersenen ingespoten werden met hersenextracten van symptomatische
transgene muizen, ontwikkelen ze een ziekte.'® Hetzelfde resultaat werd gevonden wanneer
recombinant humane a-synucleine fibrillen ingespoten werden.' Er zijn aanwijzingen dat bepaalde
vormen van het eiwit zich kunnen verspreiden naar omliggende gebieden in de hersenen.'’
Daarnaast zijn er aanwijzingen dat a-synucleine ‘seeds’ van cel naar cel overgedragen kunnen
worden in mensen. In Parkinsonpatiénten die foetale dopamine producerende cellen in het brein
getransplanteerd kregen, waren er na elf tot zestien jaar Lewy bodies aanwezig in de
getransplanteerde cellen.'® Daar staat tegenover dat in een studie waarbij de ontwikkeling van de
ziekte van Alzheimer en de ziekte van Parkinson werd geévalueerd bij mensen die menselijk
groeihormoon hebben gebruikt, de overdracht van deze ziekte van mens-op-mens niet is
vastgesteld."" Bij CJD patiénten is de overdracht van prionen via menselijk groeihormoon wel
vastgesteld."”

Eerder COGEM advies
De COGEM heeft in het verleden vier maal over prion-gerelateerd onderzoek geadviseerd.®***'*
Het eerste advies over dit onderwerp betrof een vergunningaanvraag voor de klonering en expressie
van PrP genen afkomstig van varken, rund en schaap in muizen. Gezien de wijze van verspreiding
van het agens en het ernstige ziektebeeld adviseerde de COGEM werkzaamheden met TSE’s onder
BSL2 condities uit te voeren.

Aangezien het PrP-eiwit in zijn normale cellulaire vorm niet schadelijk is, achtte de COGEM
het uit oogpunt van de risico’s voor mens en milieu alleen noodzakelijk om ontsnapping van de
transgene muizen en de daaruit voortvloeiende verspreiding van het transgen in andere
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muizenpopulaties te voorkomen. Zij adviseerde derhalve de transgene PrP muizen op
inperkingsniveau D-I te huisvesten. Echter als deze muizen werden blootgesteld aan TSE’s, achtte
de COGEM een opschaling naar DM-II inperkingsniveau nodig en adviseerde daarbij de volgende
aanvullende voorschriften:
- Spattende en aerosol genererende handelingen dienen uitgevoerd te worden in een
veiligheidskabinet klasse 2,
- Het gebruik van scherpe gereedschappen dient zoveel mogelijk te worden vermeden,
- Afval dient te worden geinactiveerd door incubatie in 2M NaOH gevolgd door een minimale
verhitting gedurende 30 minuten bij 121°C,
- Geinfecteerde dieren dienen door verbranding vernietigd te worden,
- Gezien de onvolledige werking van 2M NaOH acht de COGEM het noodzakelijk de
werkplekken te voorzien van materiaal dat geautoclaveerd kan worden.

Na dit advies heeft de COGEM nog driemaal geadviseerd over manieren waarop met prion-
gecontamineerd materiaal geinactiveerd kan worden en wordt ingegaan op het type kooien waarin
de trangene PrP-muizen gehouden moeten worden. Op basis van de toenmalig beschikbare
wetenschappelijke gegevens concludeerde de COGEM dat aérogene overdracht van prionen niet
mogelijk was en achtte zij het gebruik van filtertopkooien niet noodzakelijk.

De COGEM heeft tot op heden niet geadviseerd over werkzaamheden met andere aggregerende
eiwitten.

Inschaling van TSE’s door andere instanties

Binnen de ARBO richtlijn worden de TSE’s: Creutzfeldt-Jakob, Variant van Creutzfeldt-Jakob
BSE en andere daaraan verwante dierlijke TSE’s, het Gerstmann-Straussler-Scheinkersyndroom en
Koeroe als pathogeen van klasse 3 aangemerkt. Het Swiss Expert Committee for Biosafety deelt
TSE’s ook in risicogroep 3 in. Echter de TSE’s die niet geassocieerd zijn met ziekte in mens en
alleen ziekte in dieren veroorzaken, zoals scrapie en ‘chronic wasting disease’ worden in
risicogroep 2 ingedeeld.” Het Amerikaanse Centers for Disease Control and Prevention schrijft
voor dat de werkzaamheden met dierlijke prionen, prionen uit menselijk weefsel en menselijke
prionen uit dierlijk weefsel uitgevoerd moeten worden op BSL-2. Daarnaast moeten sommige
werkzaamheden met BSE prionen uitgevoerd worden op BSL-3.%*

Overweging

Het eiwit a-synucleine is van nature aanwezig in de presysnaptische uiteinden van zenuwen in
verschillende regionen van de hersenen van gewervelde dieren. Hoewel de fysiologische functie
van a-synucleine niet exact bekend is, lijkt het een rol te spelen in de release van neurotransmitters.
Onder fysiologische condities is a-synucleine een monomeer eiwit, waarvan de secundaire
structuur gekenmerkt wordt door o-helices. Onder pathologe condities oligomerizeert en
aggregeert het a-synucleine en wordt de secundaire structuur gekenmerkt door vele B-sheets. Deze
a-synucleine aggregaten zijn een kenmerk van onder andere de ziekte van Parkinson. Er bestaan in

COGEM advies CGM/150501-05



de wetenschappelijke literatuur sterke aanwijzingen dat het ontstaan van deze ziekte het gevolg is
van de aggregatie van a-synucleine. De exacte rol van a-synucleine aggregaten in het ontstaan van
de ziekte van Parkinson is echter nog niet opgehelderd. De COGEM is van mening dat de huidige
wetenschappelijke kennis onvoldoende is om van te voren te kunnen voorspellen onder welke
condities het a-synucleine aggregeert. Zij merkt daarbij echter op dat er zes mutaties van het o-
synucleine zijn beschreven die een verhoogde kans op de ziekte van Parkinson geven.

Het ontwikkelen van een neurodegeneratieve afwijkingen door het ontstaan van a-synucleine
aggregaten vertoont overeenkomsten met het ontstaan van CJD door prionen. De COGEM
constateert dat een belangrijke aspect van de pathogeniteit van prionen gevormd wordt door de
mogelijke transmissie van TSE’s van dier-op-dier, dier-op-mens en van mens-op-mens.
Experimenteel onderzoek naar de mogelijke transmissie van o-synucleine pathologie wijst uit dat
injectie van een hersenhomogenaat van transgene muizen met a-synucleine pathologie of
hersenmonsters van mensen met de ziekte van Parkinson in de hersenen van wildtype muizen tot de
inductie van o-synucleine pathologie kan leiden.” Een vergelijkbaar experiment met niet-humane
primaten suggereert bovendien dat deze pathologie ook van mens op aap overgedragen kan
worden.”* De COGEM merkt hierbij op dat tot op heden geen aanwijzingen zijn gevonden dat o-
synucleine pathologie via natuurlijke transmissieroutes overdraagbaar is.

In hoeverre a-synucleine ‘seeds’ van een willekeurige locatie in het lichaam kunnen leiden tot
aggregatie van endogeen eiwit, dat zich kan verspreiden naar de hersenen en aldaar Parkinson kan
veroorzaken, is volgens de COGEM op basis van de huidige wetenschappelijke kennis nog niet met
zekerheid te zeggen. In de wetenschappelijke literatuur zijn evenwel verschillende in vitro en in
vivo studies gepubliceerd waaruit blijkt dat a-synucleine van cel op cel overgedragen kan worden
en in de ontvangercel aggregatie van a-synucleine induceert.””*****%*! Op basis van deze gegevens
kan de COGEM niet uitsluiten dat a-synucleine aggregatie zich vanuit een willekeurig locatie in
het lichaam naar de hersenen kan uitbreiden.

Gezien de wetenschappelijke gegevens over de mogelijke transmissie van a-synucleine
aggregatie en de mogelijke verspreiding in het lichaam houdt de COGEM er in haar oordeel
rekening mee dat de ziekte van Parkinson zich kan ontwikkelen als tijdens de
laboratoriumwerkzaamheden waarbij a-synucleine tot expressie wordt gebracht, de medewerker
door bijvoorbeeld een prikincident onbedoeld in aanraking komt met dit eiwit. De COGEM wijst er
op dat de vergunninghouder tevens gebruik maakt van twee a-synucleine mutanten. Deze
zogenaamde A30P en AS53T mutanten zijn twee van de zes bekende mutaties die gerelateerd zijn
met het ontstaan van de ziekte van Parkinson.

Op dit moment zijn er geen aanwijzingen dat een besmet dier of mens a-synucleine ‘seeds’ uit zal
scheiden. Met het oog op de vermoedelijk afwezigheid van natuurlijke transmissieroutes acht de
COGEM de kans zeer klein dat er vanuit een met a-synucleine ‘seeds’ besmette medewerker
verdere verspreiding van a-synucleine pathologie optreedt naar derden. De impact van de
werkzaamheden op de medewerker na besmetting met a-synucleine kan evenwel groot zijn.
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De COGEM concludeert dat o-synucleine van nature in de hersenen van gewervelde dieren
aanwezig is. Onder specifieke condities kan dit eiwit aggregeren en er bestaan sterke aanwijzingen
dat deze aggregatie leidt tot het ontstaan van de ziekte van Parkinson. De exacte rol van a-
synucleine aggregaten in het ontstaan van de ziekte van Parkinson is echter nog niet opgehelderd.
Bovendien is op dit moment de wetenschappelijke kennis over de benodigde condities onvoldoende
om van te voren te kunnen voorspellen wanneer het a-synucleine aggregeert. Tevens is op dit
moment nog veel onzekerheid over de mogelijke transmissieroutes. Verschillende in vivo
experimenten suggereren dat a-synucleine pathologie van dier-op-dier en van mens-op-dier
overdraagbaar is. Gezien de ernst van de ziekte van Parkinson en het feit dat nog veel onbekend is
over de mogelijke transmissie van a-synucleine pathologie beschouwt de COGEM op basis van het
voorzichtigheidsprincipe o-synucleine voorlopig als schadelijk genproduct, totdat zij op basis van
nieuwe wetenschappelijke informatie de aard van dit eiwit nader kan bepalen.

Advies

Inactivatiemethode a-synucleine

Voor zover bij de COGEM bekend is er op dit moment geen gevalideerde methode om a-
synucleine te inactiveren. Als referentiekader wijst zij op het prion-eiwit dat een zeer stabiel eiwit
is. In het geval van prionen volstaan de gangbare inactivatiemethoden als autoclaveren, gebruik van
alcohol, formaldehyde etc. niet. Derhalve zijn voor werkzaamheden met prion-besmet materiaal
specifieke inactivatiemethoden opgesteld zijn. De COGEM heeft hier eerder over
geadviseerd.”**!

Op basis van de aangeleverde SOP: *Working safely with aggregation-prone protiens’ gebruikt
de vergunninghouder momenteel 1M NaOH om oppervlakken, de buitenkant van
gebruiksvoorwerpen en apparaten etc. te decontamineren. Vloeibaar afval wordt geautoclaveerd
voordat het in septo-containers wordt afgevoerd. Deze procedures zijn geént op de specifieke
inactivatiemethoden voor prion-besmet materiaal. Het is niet duidelijk of deze inactivatiemethoden
effectief zijn voor a-synucleine aggregaten. De COGEM suggereert om hier een speerpunt van
onderzoek van te maken zodat zo spoedig mogelijk inzicht wordt verkregen in efficiénte
inactivatiemethoden voor a-synucleine aggregaten.

Onlangs is gepubliceerd dat ook a-synucleine oligomeren zeer stabiele structuren zijn die bestand
zijn tegen extreme pH waarden, temperatuur en tegen verschillende denaturende middelen.*”” Van
de geteste condities blijkt alleen een hoge concentratie ureum oligomere structuren effectief om te
zetten in monomeren. De COGEM suggereert derhalve decontaminatie van met a-synucleine
besmet materiaal te baseren op een hoog molaire ureum oplossing.

Tot de tijd dat een gevalideerde inactivatiemethode is vastgesteld, adviseert de COGEM voor
decontaminatie de volgende voorschriften te hanteren:
e Het vaste afval en kleine volumina vloeibaar afval dient in breukvaste en lekdichte
containers verzameld en als ziekenhuisafval door verbranding vernietigd te worden;
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e 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.

e Vloeibaar afval dient gedurende een uur te worden geincubeerd in een 8M ureum
oplossing (eindconcentratie), gevolgd door minimale verhitting bij 121°C gedurende 30
minuten;

Aangezien ureum en natriumhypochloriet met elkaar kunnen reageren, suggereert de COGEM in
de betreffende laboratoria geen gebruik te maken van natriumhypochloriet als desinfectans. Tevens
wijst zij op het feit dat zij niet kan uitsluiten dat bij autoclaveren van 8M ureum ammoniak
vrijkomt. Voldoende luchtafzuiging tijdens het autoclaveren lijkt derhalve van belang. Als
mogelijke optie suggereert zij hiervoor de autoclaaf in een zuurkast te plaatsen.

Inschaling van in vitro werkzaamheden met a-synucleine
Gezien bovenstaande overweging adviseert de COGEM in vifro werkzaamheden met coderende
sequenties voor endogeen of mutant a-synucleine op ML-II inperkingsniveau in te schalen totdat
wetenschappelijk is aangetoond dat betreffende genproducten onder genoemde condities geen
aggregaten vormen en als ‘seeds’ op kunnen treden. De COGEM is hierbij van mening dat de
mogelijke transmissie route van o-synucleine en eventuele hoge concentraties eiwit waarmee onder
laboratoriumomstandigheden gewerkt kan worden, de kans verhogen dat een medewerker besmet
wordt met dit aggregerende eiwit via wondjes van de huid, of via contact met aerosolen. Om
eventuele risico’s voor met name de medewerker te minimaliseren, adviseert de COGEM bij de in
vitro werkzaamheden de volgende aanvullende voorschriften te hanteren.

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

e Tijdens de handelingen dienen handschoenen te worden gedragen;

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

combinatie met kevlarhandschoenen.

Als alternatief voor het gebruik van een veiligheidskabinet klasse 2 hebben de vergunninghouders
voorgesteld bij handelingen die mogelijk kunnen spatten een veiligheidsbril en chirurgische
mondneusmasker te dragen. De COGEM adviseert handelingen waarbij aerosolen kunnen ontstaan
op dit moment alleen in een veiligheidskabinet klasse 2 uit te voeren. Voornaamste reden daarvoor
is het feit dat bij het uitvoeren van deze handelingen op de bench, het niet duidelijk is waar
aerosolen en spetters terecht zullen komen. Dit vereist dat na de werkzaamheden de wijde
omgeving van de werkplek en op gezette tijden het gehele laboratorium gedecontamineerd zal
moeten worden met een agressieve schoonmaakmethode. Aangezien er op dit moment nog geen
gevalideerde decontaminatiemethode voorhanden is, ziet de COGEM een veiligheidskabinet klasse
2 als enige goede manier om eventuele aerosolen gelocaliseerd te houden.
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Inschaling van in vivo werkzaamheden met a-synucleine

Momenteel zijn er geen aanwijzingen dat o-synucleine door dieren uitgescheiden wordt en via een
natuurlijke wijze overgedragen kan worden. Zelfs in de situatie dat er een verhoogde kans is dat de
a-synucleine variant die in betreffende transgene muis tot expressie komt, zal aggregeren, acht de
COGEM de kans op overdacht van a-synucleine aggregaten vanuit transgene muizen naar andere
muizen of laboratoriummedewerkers zeer klein. De COGEM is derhalve van mening dat de
veiligheid voor mens en milieu voldoende is gewaarborgd als a-synucleine transgene muizen op D-
I inperkingsniveau in standaardkooien worden gehuisvest.

Als transgene dieren worden geinjecteerd met o-synucleine ‘seeds’ kan de COGEM niet
uitsluiten dat de ‘seeds’ onbedoeld vrijkomen. De kans op overdracht naar en besmetting van de
medewerker neemt hierdoor toe. Vanuit het voorzichtigheidsprincipe adviseert de COGEM deze
handelingen op DM-II inperkingsniveau uit te voeren. Om de kans op besmetting van de
medewerker gedurende deze handelingen te minimaliseren, acht de COGEM het noodzakelijk dat
hierbij de volgende aanvullende voorschriften nageleefd worden:

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

e Tijdens de handelingen dienen handschoenen te worden gedragen;

e Het gebruik van ‘sharps’ moet tot een minimum worden beperkt en is alleen toegestaan
in combinatie met kevlarhandschoenen.

Signalering

Het UMCG heeft op basis van de toenemende wetenschappelijke kennis over a-synucleine de
procedures die zij hanteert voor de ggo-werkzaamheden met dit eiwit tegen het licht gehouden en
aangepast. De COGEM spreekt haar waardering uit over de pro-actieve wijze waarop het UMCG
in een vroegtijdig stadium de mogelijke risico’s verbonden aan het onderzoek naar a-synucleine
heeft ge€valueerd en waar nodig maatregelen heeft getroffen om de risico’s te minimaliseren.

De COGEM signaleert dat er naast a-synucleine een aantal andere potentieel aggregerende
eiwitten zijn die geassocieerd worden met ziekte bij de mens en mogelijk overdraagbaar zijn. In
patiénten met de ziekte van Alzheimer zijn bijvoorbeeld afzettingen van het aggregerende eiwit
amyloid-p aangetroffen. Uit wetenschappelijk onderzoek is gebleken dat wanneer celmateriaal
(‘seeds’) van Alzheimer patiénten intracerebraal in primaten ingespoten wordt, deze dieren amyloid
afzettingen ontwikkelen.” Ook aggregaten van tau worden geassocieerd met ziekten, zoals de
ziekte van Alzheimer en frontotemporal lobar degeneration.” Een intracerebrale injectie in
transgene muizen met breinextract dat geaggregeerd tau bevat, induceert de vorming van tau
laesies. Het tau kan zich vervolgens via de axonen naar omliggende gebieden verspreiden.*
Daarnaast zijn er aanwijzingen dat de eiwitten superoxide dismutase-1 (SOD1) en TAR DNA-
binding protein 43 (TDP-43) betrokken zijn bij de ontwikkeling van ALS. In patiénten met ALS is
een ophoping van TDP-43 aangetoond. Intracellulaire aggregatie van TDP-43 kan plaatsvinden
nadat aggregaten van functioneel in vitro geproduceerd TDP-43 in de cel gebracht zijn.”> SOD1
mutanten atkomstig van patiénten met de familiaire vorm van ALS kunnen zich vermeerderen en
van cel-naar-cel verspreiden in celculture.®
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De COGEM constateert dat er veel onderzoek wordt gedaan naar de eigenschappen van deze groep
van aggregerende eiwitten. Op dit moment is er geen overzicht beschikbaar van de huidige
wetenschappelijke kennis over deze eiwitten en is het niet duidelijk of het noodzakelijk is om voor
(ggo-)werkzaamheden met deze eiwitten inperkende of veiligheidsmaatregelen te treffen. Om de
wetenschappelijke kennis over deze groep van eiwitten in kaart te brengen en zicht te krijgen op de
mogelijke risico’s van werkzaamheden met deze eiwitten en hun coderende sequenties is de
COGEM voornemens een onderzoeksproject hiernaar uit te zetten. Op basis van de bevindingen
van het resulterende rapport zal de COGEM u nader informeren over de wijze waarop ggo-
werkzaamheden met aggregerende eiwitten ingeperkt moeten worden om de mogelijke risico’s
voor mens en milieu te minimaliseren.
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