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Geachte mevrouw Bertram,
Naar aanleiding van een adviesvraag getiteld ‘Downgrading cell lines with HIV Constructs’,

ingediend door het Erasmus Medisch Centrum (IG 20-167_005), deelt de COGEM u het volgende
mee.

Samenvatting:

De COGEM is gevraagd te adviseren over de omlaagschaling van werkzaamheden met cellen
die met behulp van genetisch gemodificeerde (gg-)HIV-1 varianten aangepast worden.
Hiervoor worden verschillende variaties van HIV-1 genomen afkomstig van verschillende
subtypen van HIV-1 gebruikt. Sommige constructen missen meerdere HIV-genen, andere
constructen bestaan uit een bijna volledig HIV-genoom, maar zonder het nef-gen en met een
frameshiftmutatie waardoor het envelopeiwit niet geproduceerd wordt. Met verkregen gg-
cellen zullen vervolgens experimenten uitgevoerd worden om onderzoek te doen naar
verschillende HIV-1 subtypen. De onderzoekers verzoeken de experimenten op ML-II uit te
voeren nadat de gg-HIV vectordeeltjes getest zijn op aanwezigheid van replicatiecompetent
lentivirus (RCL). Enkele aanvullende maatregelen zullen worden gehanteerd.

Voor omlaagschaling moet onder meer de kans op het ontstaan van RCL in ogenschouw
genomen worden. De COGEM kan bij de voorgenomen werkzaamheden niet volledig uitsluiten
dat RCL gevormd wordt na transductie met de gg-HIV deeltjes. Voor cellijnen geproduceerd
met constructen waarin meerdere HIV-genen ontbreken, zullen eventueel ontstane
recombinanten verzwakt zijn en niet kunnen verspreiden. Zij stemt in met het uitvoeren van
werkzaamheden met deze gg-cellen op ML-II, met de voorgestelde maatregelen. Voor gg-
cellen geproduceerd met constructen bestaande uit een vrijwel volledig HIV-genoom adviseert
zij echter de werkzaamheden op ML-III uit te voeren. Op deze inperkingsniveaus zijn de risico’s
voor mens en milieu verwaarloosbaar klein.




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

- Bureau ggo, Afdeling Gentechnologie en Biologische Veiligheid, RIVM

- Directie Omgevingsveiligheid en milieurisico’s, DG Milieu en Internationaal, Ministerie van
lenW

Met het oog op eventuele belangenverstrengeling zijn de COGEM-leden prof. dr. C.M.F. Dirven en dr. M.
de Graaf niet betrokken geweest bij de besluitvorming over dit advies.



Advies Omlaagschaling van werkzaamheden met cellen met
verschillende HIV-1-constructen

COGEM-advies CGM/260916-02

1. Inleiding

De COGEM is gevraagd te adviseren over de omlaagschaling van transductiewerkzaamheden en
experimenten met de verkregen getransduceerde cellen (IG 20-167_005). De aanvrager is voornemens
Jurkat en SupTi cellen te transduceren met genetisch gemodificeerde (gg)-HIV-1 (humaan
immunodeficiéntievirus type-1; benaming volgens het International Committee on Taxonomy of
Viruses: Lentivirus humimdef1) virussen om verschillende latent geinfecteerde cellijnen te creéren voor
onderzoek aan het nucleosomale landschap, transcriptie en translatie. De gg-HIV-constructen bestaan
uit verschillende variaties van bijna volledige HIV-1 genomen en zijn replicatiedeficiént. De aanvraag is
afkomstig van het Erasmus Medisch Centrum.

De onderzoekers verzoeken het transduceren van de cellen en de experimenten met de
getransduceerde cellijnen op ML-II uit te mogen voeren, mits de bij transductie gebruikte vectoren
geen replicatiecompetent lentivirus (RCL) bevatten. De COGEM is gevraagd of de gebruikte RCL-test
geschikt is om RCL in de batches gg-HIV aan te tonen, of de attenuatie van de gg-HIV-constructen
stabiel is, en of zij kan instemmen met het voorgestelde verzoek tot omlaagschaling van ML-IIl naar
ML-II.

2. Achtergrondinformatie HIV-1

HIV-1 is een enkelstrengs RNA-virus en behoort tot het genus van Lentivirus (subfamilie:
Orthoretrovirinae).” Het virale RNA wordt na infectie van de cel gekopieerd naar een dubbelstrengs DNA.
Dit DNA-genoom bevat drie structurele genen (gag, pol en env), twee essentiéle regulatoire genen (tat
en rev), een viertal accessoire genen (vif, vpr, vpu en nef), een packagingsignaal (W), een Rev-responsive
element (RRE) en aan weerszijden een zogenaamde ‘Long Terminal Repeat’ (LTR).

Het genoom is ingepakt in capside-eiwitten (gecodeerd door het gag-gen) en wordt omhuld door
een lipidenmembraan, de zogenoemde ‘envelop’. In de envelop bevinden zich envelopeiwitten
(gecodeerd door het env-gen) die het gastheertropisme van het virus bepalen. Het derde structurele
gen pol, codeert voor een virus-specifieke polymerase, het reverse transcriptase (RT), dat het virale
RNA omzet naar dubbelstrengs DNA, het provirale genoom.?3 Daarnaast codeert pol ook voor het
enzym integrase, waardoor het provirale genoom in het DNA van de geinfecteerde cel wordt
geintegreerd, en het protease enzym dat de gag- en pol-polyproteinen klieft. De transcriptie-
machinerie van de gastheercel zorgt voor de synthese van viraal RNA vanaf het geintegreerde provirale
DNA.

Het regulatoire gen tat codeert voor het Tat-eiwit dat noodzakelijk is om de transcriptie te activeren.
Het rev-gen codeert voor een eiwit dat aan het RRE in het virale RNA bindt en een belangrijke rol heeft
in de export van dit RNA van de celkern naar het cytoplasma. Voor de binding van het capside-eiwit
met het virale RNA en de uiteindelijke vorming van virusdeeltjes is het packagingsignaal W in het RNA
essentieel.
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De accessoire genen zijn in vitro, d.w.z. in virus-celkweek in het laboratorium, niet essentieel voor
virusreplicatie, maar in vivo spelen ze een belangrijke rol in de virulentie.>%5 Zonder de accessoire
genen kan HIV niet efficiént repliceren in de mens.3

3. Voorgenomen werkzaamheden

Het doel van de voorgenomen werkzaamheden is om latent geinfecteerde cellijnen te creéren die ieder
met een ander subtype van HIV-1 (A-D) zijn geinfecteerd. Dergelijke latent geinfecteerde cellijnen zijn
eerder gecreéerd (de J-Lat cellijnen), maar enkel voor HIV-1 subtype B.% De gecreéerde cellijnen zullen
als model dienen voor latent HIV-1 geinfecteerde CDg* T cellen en zullen gebruikt worden om het
nucleosomale landschap, transcriptie en translatie te bestuderen.

3.1 Beschrijving van de gg-HIV-constructen

In totaal worden 7 verschillende HIV-constructen gebruikt. Drie van de constructen (pQ23-17-E+eGFP,
pMJg-E+eGFP en pgqUG114.1-E+eGFP) bestaan uit een bijna volledig HIV-genoom (gebaseerd op
consensus-sequenties van HIV-1 subtype A1, C en D isolaten), waaruit het nef-gen deels is verwijderd
en vervangen door eGFP, en een frameshiftmutatie in het env-gen aanwezig is. De frameshiftmutatie
betreft een insertie van twee basenparen (TA) in de env-sequentie, waardoor rond aminozuren 80-85
een vroegtijdig stopcodon wordt geintroduceerd.

In de andere vier constructen (pA1A2, pBA2, pCA2 en pDA2) zijn de complete LTRs, een deel van het
gag-gen, een deel van het env-gen (dat overlapt met het RRE), en het tat-gen aanwezig. pA1A2, pCA2
en pDA2 zijn volgens de aanvrager gebaseerd op consensus-sequenties van meerdere subtype-
isolaten. pBA2 (subtype B) is gebaseerd op vector pNLg.3, omdat dit de meest gangbare vector is die
gebruikt wordt om subtype B te representeren in HIV-onderzoek. De plasmiden zijn gegenereerd door
GeneUniversal en gesequenced door Plasmidsaurus.

De gg-virussen worden geproduceerd door transfectie van HEK293T-cellen met de hierboven
genoemde plasmiden, een VSV-G plasmide en een packaging plasmide (psPAX2). Een pEV731 plasmide
is gebruikt als negatieve controle. De verkregen gg-HIV-vectordeeltjes worden getest op afwezigheid
van RCL middels een protocol gebaseerd op Cornetta et al. (2010),7 waarbij SupTi-cellen worden
geinfecteerd en gebruik gemaakt wordt van een CA-p24 ELISA voor de detectie van RCL. De aanvrager
geeft aan dat zij een RCL-test zal uitvoeren bij iedere nieuw geproduceerde virusbatch en dat deze
negatief dient te zijn voordat omlaagschaling plaats zal vinden.

3.2 Vervaardiging van en experimenten met de latent geinfecteerde cellijnen

De nieuw vervaardigde gg-HIV-vectordeeltjes worden gebruikt om Jurkat en SupTi cellen te
transduceren, waarmee nieuwe latent geinfecteerde cellijnen verkregen worden. De nieuw verworven
gg-cellijnen zullen behandeld worden met transcriptie- en translatie-modulerende stoffen (‘latency
reversal agents’ en ‘latency promoting agents’) om subtype-specifieke verschillen in respons te
bestuderen. Ook zullen de gg-cellen behandeld worden met bestaande en nieuwe therapieén om de
subtype-specifieke verschillen in respons te bestuderen. Daarnaast zullen de gg-cellijnen gebruikt
worden voor analyse van het nucleosomale landschap en om bestaande en nieuwe diagnostische
assays en onderzoeksmethoden te valideren voor verschillende HIV-1 subtypen.

De verworven cellijnen zullen met regelmaat een (deel van de) RCL-test ondergaan om te controleren
dat er geen replicerend virus wordt gemaakt.
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3.3 Voorgesteld inperRingsniveau en aanvullende voorschriften

De aanvrager verzoekt een omlaagschaling naar ML-II voor het transduceren van de Jurkat en SupT1
cellijnen met de gg-HIV-vectordeeltjes en de daaropvolgende werkzaamheden met de gecreéerde gg-
cellijnen, met inachtneming van de volgende aanvullende voorschriften:

- Tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen;

- Open handelingen worden in een veiligheidskabinet van klasse Il uitgevoerd;

- Het te gebruiken gastheermateriaal is vrij van HIV-1, HIV-2, HTLV-1 en -2, SIV en andere
lentivirussen;

- Hetis niet toegestaan om gelijktijdig werkzaamheden uit te voeren met wildtype of mutante
lentivirussen, dan wel met vector- of donorsequenties die HIV-env of -nef gendefecten kunnen
herstellen of complementeren;

- Hetgebruik van 'sharps' moet tot een minimum worden beperkt en is alleen toegestaan onder
condities waarbij prik- en snijaccidenten worden voorkomen (bijvoorbeeld in combinatie met
kevlarhandschoenen).

De productie van de gg-HIV-vectordeeltjes en het uitvoeren van de RCL-testen zal op ML-III
plaatsvinden. Om te bevestigen dat de Jurkat en SupT1 cellijnen geen lentivirussen (en geen env-genen)
bevatten, wordt een gPCR uitgevoerd op de cellijnen met primers voor verschillende HIV-1-genen en
de LTR van HIV-1. Omdat HIV-2, HTLV-1 en 2, en SIV nooit in het laboratorium van de aanvrager
gebruikt zijn en de kans dat de cellen daarmee geinfecteerd zijn klein is, zal de aanvrager hier niet op
testen.

4. Eerder COGEM-advies

HIV is een virus uit pathogeniteitsklasse 3.8 In 2021 heeft de COGEM een generiek advies uitgebracht
over de inschaling van werkzaamheden (productie, transductie, en werkzaamheden met
getransduceerde cellen) met lentivirale en gammaretrovirale vectoren.® Voor productie- of
transductiewerkzaamheden met lentivirale vectoren en werkzaamheden met lentiviraal
getransduceerde cellen heeft de COGEM een inschaling op inperkingsniveau ML-| geadviseerd indien
aan de volgende voorwaarden voldaan wordt:

- Dete gebruiken cellen zijn bij alle handelingen vrij van lentivirussen, teneinde het ontstaan van
een recombinant virus, of mobilisatie van het vectorgenoom uit te sluiten;

- Bevestigd is dat er tijdens de productie geen RCL kan ontstaan, of in het geval van transductie-
werkzaamheden (of daaropvolgend werkzaamheden met lentiviraal getransduceerde cellen)
de toe te passen of toegepaste vectorbatches vrij zijn van RCL.

Indien niet aan deze voorwaarden wordt voldaan, geldt een inschaling op ML-III.

Ook heeft de COGEM eerder geadviseerd over de mogelijkheid tot omlaagschaling van werkzaam-
heden met lentiviraal getransduceerde cellijnen. Het betrof hier J-Lat cellijnen met een minimaal HIV-
1 genoom (J-lat cellijnen A72, A2, H2, D en E) verkregen door transductie met niet-SIN lentivirale
vectoren verkregen met een 2¢ generatie lentiviraal vectorsysteem, en J-Lat cellijnen met een bijna
volledig HIV-1 genoom (J-lat cellijnen 11.1, 6.3, 15.4, 8.4 en 9.2) waarbij het nef-gen is vervangen door
een GFP open reading frame (ORF) en een frameshiftmutatie aanwezig is in het env-gen. Voor de cellen
met een minimaal HIV-genoom oordeelde de COGEM dat een RCL-test niet noodzakelijk was, omdat
deze cellijnen wereldwijd veel gebruikt zijn in laboratoria en aanwezigheid van infectieuze
lentivirusdeeltjes nooit is gemeld. Voor de andere cellijnen was de COGEM van oordeel dat reversie
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van de frameshiftmutatie niet geheel uitgesloten kan worden, en een uitgevoerde ‘TZM-bl reporter
cell line assay’ onvoldoende uitsluitsel gaf over de afwezigheid van RCL. Omdat de werkzaamheden
plaats zouden vinden in een speciaal toegewezen ML-11+ laboratorium waar verschillende aanvullende
voorschriften worden gehanteerd die specifiek toegesneden zijn om overdracht van HIV te voorkomen
(met als voornaamste maatregel dat er niet met scherpe voorwerpen gewerkt mag worden), kon zij
toch instemmen met een inschaling op ML-Il+.°

In een vervolgadvies™ over deze werkzaamheden met latent geinfecteerde J-Lat cellijnen heeft de
COGEM naar aanleiding van vragen vanuit Bureau GGO verdere uitleg gegeven over haar
inschalingsadvies. Hierin is onder andere gesteld dat een nef-gedeleteerd RCL ontstaan na reversie in
de J-Lat cellijnen onder bepaalde voorwaarden op ML-Il gehanteerd kan worden:

- Tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen;

- Open handelingen worden in een VK-II uitgevoerd,;

- Gastheermateriaal is vrij van HIV-1 en -2, HTLV-1 en -2, SIV en andere lentivirussen;

- Het gebruik van ‘sharps’ wordt tot een minimum beperkt;

- De werkzaamheden worden in een separate ruimte (met toegangsdeur) uitgevoerd, waar alle
gebruikers de aanvullende voorschriften volgen en waar geen werkzaamheden mogen
plaatsvinden met wildtype of mutante lentivirussen, alsmede vector- of donorsequenties die
de env- of nef-defecten kunnen herstellen of complementeren;

- Al het biologische afval wordt verzameld en opgeslagen in breukvaste, lekdichte containers of
een gelijkwaardige verpakking die in de werkruimte afgesloten worden alvorens deze
afgevoerd worden.

5. Overweging en advies

In de onderhavige aanvraag wordt verzocht om op ML-Il latent geinfecteerde cellijnen te creéren door
transductie met replicatiedeficiénte gg-HIV-vectordeeltjes, en experimenten met de verworven
cellijnen uit te voeren. Volgens de aanvrager zullen de nieuw te vervaardigen cellijnen met een vrijwel
volledig HIV-genoom identiek zijn aan de J-Lat cellijnen 11.1, 6.3, 15.4, 8.4 en 9.2, waarover de COGEM
eerder heeft geadviseerd.’™

Potentiéle risico’s die bij de overweging een rol spelen betreffen de mogelijke aanwezigheid van RCL
en de stabiliteit van het replicatiedeficiénte karakter van de HIV-constructen. De COGEM is gevraagd
of de door de aanvrager gehanteerde RCL-test als geaccepteerde, gevalideerde en als gevoelig
aangemerkte methode kan worden beschouwd om RCL in de batches gg-HIV-vectordeeltjes aan te
tonen; of de moleculaire basis van de replicatiedeficiéntie van de HIV-constructen voldoende is
gekarakteriseerd en als stabiel kan worden beschouwd, en of zij kan instemmen met de voorgestelde
inschaling voor de voorgenomen werkzaamheden.

5.1 De RCL-test

De aanvrager levert in de vergunningaanvraag informatie aan over de RCL-test. De batches met gg-
HIV-vectordeeltjes worden op ML-III getest op aanwezigheid van RCL door middel van een CA-p2g
ELISA. De uitvoerder beschrijft dat de test uitgevoerd wordt op SupTi-cellen. De COGEM wijst erop dat
het protocol, waarop de test gebaseerd is, het gebruik van C8166 cellen beschrijft,” waarop HIV — en
met name geattenueerde varianten — veel beter repliceert. Mogelijk is een RCL-test op SupTi-cellen
minder gevoelig.” Het is bovendien niet duidelijk of de HIV-isolaten waarop de constructen met een
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vrijwel volledig HIV-genoom (pQ23-17-E+eGFP, pMJg-E+eGFP en pgqUG114.1-E+eGFP) zijn gebaseerd,
goed repliceren en een duidelijk cytopathogeen effect induceren op SupTi-cellen.

De COGEM concludeert dat de uitgevoerde RCL-test niet genoeg uitsluitsel geeft over de aanwezigheid
van RCL tijdens productie. De COGEM merkt eveneens op dat wanneer de batches met de gg-virussen
negatief testen op RCL, dit niet uitsluit dat er alsnog RCL kan ontstaan na of tijdens de transductie van
de cellen met de verschillende gg-HIV-constructen. In de volgende paragraaf wordt hier verder op
ingegaan.

5.2 Stabiliteit van de replicatiedeficiénte eigenschap van de HIV-constructen

In de constructen met een vrijwel volledig HIV-genoom (pQ23-17-E+eGFP, pMJg-E+eGFP en
p94UG114.1-E+eGFP) wordt door de frameshift-mutatie de productie van het Env-eiwit geblokkeerd.
Dezelfde frameshiftmutatie is aanwezig in bestaande J-Lat-cellijnen (11.1, 6.3, 15.4, 8.4 en 9.2) die
jarenlang in het laboratorium van de aanvrager gebruikt zijn, en geen reversie laat zien. De aanvrager
is daarom van mening dat de kans op reversie in het env-gen van de nieuwe vectorgenomen
verwaarloosbaar klein is.

De COGEM is van oordeel dat het niet uitgesloten is dat bij de pQ23-17-E+eGFP, pMJg-E+eGFP en
p94UG114.1-E+eGFP constructen die een bijna volledig HIV-genoom bevatten, herstel van de
frameshiftmutatie optreedt. De COGEM merkt op dat tijdens het reverse transcriptieproces bij de
transductie van de Jurkat en SupTi cellen het Env-ORF door spontane mutaties (bijvoorbeeld een
kleine insertie of deletie van nucleotiden) kan worden hersteld. Daarmee bestaat er een significante
kans dat een Nef-deficiént HIV ontstaat, dat in vitro naar verwachting goed zal repliceren. Uit
onderzoek met HIV-1 is gebleken dat een nef-gedeleteerde variant in vivo minder goed kan repliceren
ten opzichte van wildtype HIV en derhalve als geattenueerd kan worden beschouwd. De COGEM merkt
echter ook op dat niet geheel uitgesloten kan worden dat tijdens de replicatie mutaties optreden,
waardoor een deel van de attenuatie van een nef-gedeleteerd HIV verloren kan gaan.™ '+ Zo zijn er
gevallen bekend waarin een Nef-deficiént HIV in vivo leidt tot ziekte. %7819 De COGEM acht het risico
op het ontstaan van een dergelijk RCL bij transductie mogelijk groter dan tijdens de productie van de
gg-HIV-deeltjes in de 293T cellen.

Voor de vier constructen waarin een groot deel van het HIV-genoom afwezig is (pA1A2, pBA2, pCA2 en
pDA2), kan de COGEM niet uitsluiten dat bij de transductie recombinatie plaatsvindt door
co-packaging en reverse transcriptie van het HIV vector-RNA (geproduceerd door pA1A2, pBA2, pCA2
en pDA2) en het gag-pol-tat-rev-mRNA (geproduceerd door de psPAX2 packaging vector). Hierbij zou
een recombinant kunnen ontstaan met een volledige LTR afkomstig van de HIV-vector, en de gag-pol-
tat-rev genen uit het packaging construct, een fenomeen dat eerder in de wetenschappelijke literatuur
is beschreven.2>?' Het is niet geheel uit te sluiten dat bij vervolgwerkzaamheden met de
getransduceerde cellen in de aanwezigheid van een glycoproteine, zoals VSV-G, infectieuze HIV-
deeltjes worden geproduceerd. Echter, zolang geen glycoproteine-gen in het genoom is opgenomen,
kunnen deze deeltjes zich niet verder verspreiden. Door het ontbreken van diverse HIV-genen zullen
dergelijke infectieuze deeltjes bovendien geattenueerd zijn.
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5.3 Vergelijking met eerder beschreven J-Lat cellen

Eerder heeft de COGEM werkzaamheden met J-Lat cellen met een vrijwel volledig HIV-genoom (J-Lat
cellen 1.1, 6.3, 15.4, 8.4 en 9.2) waarbij een nef-gedeleteerd RCL kan ontstaan, toegestaan op een
speciaal uitgerust ML-11+ laboratorium.’" Omdat de subtypen van de verschillende HIV-varianten bij
de voorgenomen werkzaamheden anders zijn dan het subtype dat gebruikt is voor het vervaardigen
vandeJ-Lat11.1,6.3,15.4, 8.4 en 9.2 cellen, zou dit de kans op het ontstaan van een replicerende variant
kunnen beinvloeden. Bovendien betreffen de J-Lat cellen klonale cellijnen, die geselecteerd zijn op een
latent fenotype en ook na langdurig kweken in verscheidene laboratoria geen RCL laten zien. In de HIV-
genomen in deze cellen zouden ook andere mutaties aanwezig kunnen zijn die replicatie en daarmee
de vorming van een RCL, belemmeren.

Anders dan deze J-Lat cellen, betreffen de door de aanvrager te produceren cellen populaties van
geinfecteerde cellen die niet geselecteerd zijn op een latent fenotype. Deze nieuw verworven cellijnen
zijn bovendien niet wereldwijd langdurig in gebruik, zoals de J-Lat cellen, en er is nog niet aangetoond
dat tijdens dergelijk gebruik geen reversie optreedt.

Bovenstaande in overweging nemende, is de COGEM van oordeel dat de kans op het ontstaan van een
replicerende HIV-variant groter is bij de voorgenomen werkzaamheden, dan bij de J-Lat cellen.

6. Conclusie en advies

Op basis van de aangeleverde informatie is de COGEM van oordeel dat de gebruikte RCL-assay niet
genoeg uitsluitsel geeft over de aanwezigheid van RCL, gezien er ook een significante kans bestaat op
het ontstaan van RCL na de transductie van de Jurkat- en SupTi-cellen.

Voor cellijnen die getransduceerd zijn met de vier constructen waarin een groot deel van het HIV-
genoom afwezig is (pA1A2, pBA2, pCA2 en pDA2) zullen eventueel ontstane recombinanten
geattenueerd zijn door het ontbreken van diverse HIV-genen, en in afwezigheid van VSV-G niet kunnen
verspreiden. De COGEM kan derhalve instemmen met het uitvoeren werkzaamheden met deze
constructen en cellijnen op ML-II inperkingsniveau, met inachtneming van de door de aanvrager
voorgestelde aanvullende voorschriften:

- Tijdens de werkzaamheden worden handschoenen gedragen;

- Open handelingen worden in een veiligheidskabinet van klasse Il uitgevoerd;

- Het te gebruiken gastheermateriaal is vrij van HIV-1, HIV-2, HTLV-1 en -2, SIV en andere
lentivirussen?;

- Het is niet toegestaan om gelijktijdig werkzaamheden uit te voeren met wildtype of mutante
lentivirussen, dan wel met vector- of donorsequenties die HIV-env of -nef gendefecten kunnen
herstellen of complementeren;

- Het gebruik van 'sharps' moet tot een minimum worden beperkt en is alleen toegestaan onder
condities waarbij prik- en snijaccidenten worden voorkomen (bijvoorbeeld in combinatie met
kevlarhandschoenen).

Voor de cellijnen die getransduceerd zijn met de drie constructen met een vrijwel volledig HIV-genoom
(pQ23-17-E+eGFP, pMlg-E+eGFP en p9qUGi14.1-E+eGFP), kan de COGEM niet instemmen met

a. In de aanvraag is aangegeven dat niet getest wordt op aanwezigheid van HIV-2, HTLV-1 en -2. Indien de aanvrager
ervan verzekerd is dat de cellen afkomstig zijn van een lab waar deze virussen niet gehanteerd worden, is de COGEM
van oordeel dat het testen op HIV-2, HTLV-1 en 2, en SIV achterwege gelaten kan worden.
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omlaagschaling. De COGEM wijst erop bij transductie een groter risico is op reversie van de
frameshiftmutatie. De door de aanvrager te produceren cellen betreffen populaties van geinfecteerde
cellen die niet geselecteerd zijn op een latent fenotype en die, anders dan de eerder beschreven
J-Lat-cellijnen, niet langdurig in gebruik zijn zonder dat reversie is aangetoond. Reversie kan leiden tot
een Nef-deficiénte HIV-variant die goed repliceert in vitro en in vivo tot ziekte kan leiden. De COGEM
adviseert de voorgenomen werkzaamheden met deze constructen in te schalen op ML-III.

De COGEM is van oordeel dat bij de uitvoering van de voorgenomen werkzaamheden op de
geadviseerde inperkingsniveaus, de risico’s voor mens en milieu verwaarloosbaar klein zijn.
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