Formulaire technique 3
Obtention de cellules humaines ou animales génétiquement modifiées
(ou exposition de cellules à des microorganismes)


3.1 	Type de projet
☐ Obtention de cellules génétiquement modifiées stables (compléter les points 3.2, 3.3 et 3.5)
☐ Exposition de cellules à des microorganismes (compléter les points 3.4 et 3.5)
☐ Production de particules virales, de virus ou de vecteurs viraux (par transfection ou autres méthodes)
☐ Autre, préciser : 

Pour l’utilisation de cellules humaines ou animales génétiquement modifiées déjà existantes, merci de vous rapporter au formulaire 1, tableau « cellules humaines ou animales génétiquement modifiées ».

3.2 	Obtention de cellules génétiquement modifiées
3.2.1	 Description du matériel biologique (cellules destinées à être modifiés) 
	
	Nom de la lignée, ou nombre si plusieurs lignées*, espèce d’origine pour les cellules animales
	Lignée connue et utilisée pour produire médicaments ou vaccins
(oui/non)[footnoteRef:1] [1:  Par exemple HEK293, PER.C6, WI-38…etc ] 

	Contenant un agent pathogène humain
	Contenant un agent pathogène animal

	Lignée établie de cellules humaines
	
	
	☐G2  ☐G3  ☐G4
	☐G2  ☐G3  ☐G4

	Cellules humaines primaires
	
	
	☐G2  ☐G3  ☐G4
	☐G2  ☐G3  ☐G4

	Lignée établie de cellules animales
	
	
	☐G2  ☐G3  ☐G4
	☐G2  ☐G3  ☐G4

	Cellules animales primaires
	
	
	☐G2  ☐G3  ☐G4
	☐G2  ☐G3  ☐G4


* Les nombres indiqués doivent être cohérents avec le tableau des associations qui détaille chaque lignée

3.2.2	Type de modification génétique
☐ Ajout d’un ou plusieurs transgènes
☐ Délétion de gène(s) endogène(s)
☐ Modification de la séquence de gène(s) endogène(s) (y compris par substitution)
☐ Autre, préciser : 
En cas d’ajout de transgène, remplir le tableau 3.2.3 ci-dessous

3.2.3	Organismes dont sont issus les transgènes (cocher plusieurs cases si nécessaire)
Ce tableau concerne les propriétés des organismes, non celles des transgènes.
	
	Non pathogène
	Pathogène pour l’homme, l’animal ou les végétaux

	
	Groupe 1
	Groupe 2
	Groupe 3
	Groupe 4

	Virus, incluant bactériophages
	☐
	☐
	☐
	☐

	Bactéries
	☐
	☐
	☐
	☐

	Levures, champignons
	☐
	☐
	☐
	☐

	Parasites
	☐
	☐
	☐
	☐

	Autres
	☐
	☐
	☐
	☐



3.2.4	Situations particulières (évolution moléculaire in vitro, MOT, génome synthétique)
☐ Des cellules ou des transgènes du projet résultent d’une évolution moléculaire in vitro (ex. : PCR mutagène et recombinaisons sur génome viral ou sur gène de résistance aux antibiotiques)
☐ Au moins un transgène de ce projet est obtenu en utilisant un génome synthétique
☐ Ce projet inclut un MOT[footnoteRef:2] ou un organisme de quarantaine, y compris en tant que donneur de transgène. Si oui, préciser : 	 [2:  Microorganismes et toxines hautement pathogènes inscrits sur la liste fixée en application de l’article L 5139-1 du code de la santé publique.] 


3.3	Outils biologiques de modifications génétiques des cellules
3.3.1	Vecteurs utilisés pour le transfert de gènes
Origine des vecteurs (un ou plusieurs choix)
☐ Vecteurs commerciaux ou issus d’un autre laboratoire :
- Préciser l’origine (société, laboratoire ou plateforme) :
- Classement le plus élevé si plusieurs vecteurs (C1 à C4) :
- N° d’agrément couvrant la production, si connu :
☐ Production des vecteurs au sein même du laboratoire[footnoteRef:3] [3:  Si vecteur produit par le laboratoire, indiquer le mode de production.] 

☐ Autres, préciser : 	

Type de vecteur (un ou plusieurs choix)
☐ Intégratif 		☐ Non intégratif
☐ Lentiviral, de tropisme :
	☐ humain 	☐ pantropique	☐ autre, préciser
☐ Rétroviral, de tropisme :
	☐ humain	☐ pantropique 	☐ aviaire	☐ murin 	☐ autre :
☐ AAV		Type : 		Préciser s’il s’agit d’AAV pseudotypés : 
Tropisme d’espèce (si connu) : ☐ Humain		☐ Autre, préciser :
Tropisme tissulaire (si connu) :	
☐ Adénovirus, Type :		
Tropisme d’espèce (si connu) : ☐ Humain		☐ Autre, préciser :
Tropisme tissulaire (si connu) :
☐ Autre type de vecteur, préciser (ajouter des lignes si nécessaire) :
	Nom :		Tropisme : ☐ Humain	☐ Autre, préciser :

3.3.2	Description des séquences transférées (un ou plusieurs choix) 
☐ Transgène A
☐ Transgène B[footnoteRef:4]  [4:  Transgène B : L’expression des séquences peut conférer à l’hôte OGM un pouvoir pathogène pour l’homme et les animaux différent de celui observé en l’absence de transgène (ce qui n’est pas le cas pour un transgène A). Les inserts de type B sont définis dans le Manuel du HCB, page 163, version du 4 juillet 2019.] 


☐ Possible risque pour l’environnement, préciser :

☐ La séquence introduite code une protéine qui est connue ou avérée comme ayant un pouvoir allergénique ou toxique direct (par voie aérienne)

Objectifs :
☐ Expression et surexpression de gènes
☐ Interférence ARN (siARN, shARN, miARN, LnARN…)
☐ Transfection de lignées de complémentation pour la production de vecteurs viraux
☐ Autres, préciser : 

3.3.3	Autres techniques de modification ciblée (le cas échéant) 
Décrire brièvement les outils utilisés pour la modification ciblée (Site-directed nucleases, modifications multiples ciblant un gène ou un groupe de gènes ; Cas9, dérivés ou équivalents à activité nucléase ; prime editing ou équivalent ; TALEN ou ZFN ; ou toute autre méthode)




3.4	Exposition de cellules à des microorganismes 

Description des microorganismes étudiés 
Groupe de risque du microorganisme :
G1	G2	G3	G4	MOT
	   ☐	☐	☐	☐	☐
Caractéristiques du microorganisme :
☐ Organisme dont le génome est complet, 			☐ G1 ☐ G2 ☐ G3 ☐ G4
     (y compris génome synthétique)
☐ Organisme défectif complémentable ou mobilisable			☐ G1 ☐ G2 ☐ G3 ☐ G4
     (par exemple virus défectif)
☐ Combinaison de différents organismes			☐ G1 ☐ G2 ☐ G3 ☐ G4
☐ Génome issu d’une évolution moléculaire in vitro			☐ G1 ☐ G2 ☐ G3 ☐ G4
☐ Risque identifié de passage de la barrière d’espèce

☐ Microorganismes génétiquement modifiés : type de transgène introduit
☐Transgène A
☐Transgène B[footnoteRef:5] [5: Les inserts de type B sont définis dans le Manuel du HCB, page 163, version du 4 juillet 2019.] 


Si le transgène est issu de pathogène, peut-il conférer à la cellule un pouvoir pathogène,
☐ pour l’homme ?        ☐ pour les animaux ?

Le(s) transgène(s) porte-t-il un risque pour l’environnement ?
☐ Oui    ☐ Non

La séquence transférée ou introduite code-t-elle une protéine ayant un pouvoir allergénique ou toxique direct par voie aérienne ?
☐ Oui    ☐ Non

Si la cellule exprime un récepteur fonctionnel de l’agent pathogène humain étudié, avant ou après modification, préciser lequel (ex. : récepteur ACE2, récepteur du poliovirus) : ………………..

Pour toute information supplémentaire nécessaire à la bonne compréhension de votre projet, merci d’utiliser l’encadré ci-dessous 
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3.5 Tableaux d’association 
Merci de renseigner les tableaux ci-dessous en fonction du projet (tableau 3.5.1 pour la construction des cellules, tableau 3.5.2 pour l’exposition à des microorganismes) et de fournir, le cas échéant, la cartographie des vecteurs ou plasmides utilisés (hors vecteurs ou plasmides commerciaux).
Autant de lignes que nécessaires peuvent être ajoutées. Les lignes intercalaires (sur fond orange) peuvent permettre de regrouper les différentes constructions ou de donner des éléments de description : voir les exemples fournis de tableaux d’association remplis.
3.5.1 Tableau d’association pour la construction de cellules humaines ou animales génétiquement modifiées
	
	Description des cellules après modification et méthodes d’obtention
	Modifications génétiques
	

	
	OGM final : nom de l’espèce et de la lignée originale ou type cellulaire
	Type de modification génétique (choisir dans le menu)
	Méthode d'obtention de l'OGM
	Vecteurs utilisés
	Modification stable ou transitoire
	Gènes mutés, délétés ou substitués, ou précision en cas d’autre modification
	Organismes donneurs de transgènes (le cas échéant), et leur classe
	Types de transgènes (insert A ou B, nom des gènes, fonction)
	Classe de confinement proposée

	
	Titre intermédiaire

	1
	
	Choisissez un élément.	
	
	Choisissez un élément.	
	
	
	

	2
	
	Choisissez un élément.	
	
	Choisissez un élément.	
	
	
	

	3
	
	Choisissez un élément.	
	
	Choisissez un élément.	
	
	
	

	
	Titre intermédiaire

	4
	
	Choisissez un élément.	
	
	Choisissez un élément.	
	
	
	

	5
	
	Choisissez un élément.	
	
	Choisissez un élément.	
	
	
	


Ajouter autant de lignes que nécessaire en recopiant les lignes ci-dessus, incluant leurs cellules à menu déroulant.


3.5.2 Exposition de cellules à des microorganismes
	
	Microorganisme (bactérie, virus, …) auquel sont exposées les cellules
	Cellule
	

	
	Le cas échéant, correspondance dans le tableau des MGM (n° de tableau et n° de ligne)*
	Nom, type et le cas échéant lignée du microorganisme
	Nom du gène modifié (n° GenBank si connu)
	Infectieux pour l’homme (oui/non)
	Classe de confinement (si MGM) ou groupe de risque du microorganisme
	Dénomination et origine (genre et espèce) de la cellule, et le cas échéant modifications génétiques
	[bookmark: _GoBack]Le cas échéant, correspondance dans le tableau des cellules GM (n° de tableau et n° de ligne)*
	Classe de confinement proposée suite à l’exposition

	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	


*Note : remplir également les formulaires appropriés décrivant les MGM (formulaire1, 2 ou éventuellement 3).
