Posudky z posudzovania rizika pouZivania genetickych technolégii

1. Klonovanie a expresia génov kodovanych genomom Mycobacterium tuberculosis
H37Ryv, alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

Mozny nepriaznivy u¢inok: medicinsky liecitené ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 103

Hodnotenie rizika: stredne velké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne velké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmetiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M.
tuberculosis H37Rv

(1) Potencialne $kodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimadlna. Ak by takdto
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genomov su dostupné
v publikovanej literatiire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vsetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsdavanym vzduchom a pri likviddcii GMO odpadu nepredstavuje praca zdavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimdlne riziko pre Zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a Qeografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdajomné pésobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerécii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatela (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su baktérie Mycobacterium tuberculosis H37Rv — vid’ charakteristiku v bode (2) A)1.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je dany prdcou v uzavretom priestore. V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom apri likvidovani GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

4. Patogén sa v prostredi nachddza, aj ked jeho prevalencia je vdaka povinnému ockovaniu velmi nizka. Iné
fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.



5. Uvedené gény nekdduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym ldatkam vrdtane
antibiotik.
Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium tuberculosis H37Rv) je zatriedeny do RT 3.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie siui bezne vyuzivané, prevaznd vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pvVV a pMV - Prilohy ¢ 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢. 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachddzaji na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vicsina sa pouZiva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivaju len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takze Sirenie génov kodujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimaina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vilozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individuadlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. tuberculosis H37Rv. Tento genom
kéduje 4066 génov. Ziaden z tychto génov viak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo zivotné prostredie. Patogenita kmenov M. tuberculosis je
zalozend na schopnosti tychto baktérii prezit vo vautri ludskych makrofagov a prisposobit sa ich prostrediu. Ide
0 proces, ktory je komplexny a nie je ovplyvneny modifikdciou expresie individudlneho génu.
2. Pouzité expresné systémy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okoliteho prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky materidal neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika siu opisané v casti B. ,, Organizmus darcu* tohto
postdenia.
4. Historia predchddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literatire.
5. Geneticky material bude vilozeny do plazmidov alebo intergrovany do gendmu prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuji toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kodovanych proteinov zvysila riziko infek¢énosti, patogenity, alebo virulencie
hostite’ského mikroorganizmu. VzhPadom na charakteristiku parentidlneho mikroorganizmu s
zatriedené do RT 3.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom buda kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySent koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteI’skymi kmefimi nebude zmenena ich infek¢énost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreziju.
7. Posudzovat’ vzajomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s pdvodnymi hostiteP’skymi kmefimi nebude zmenené ich pdsobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vysSie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postdenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.



2. Klonovanie a expresia génov koédovanych genémom Mycobacterium tuberculosis
CDC1551, alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuZzitia: zakladny vedecky vyskum

Mozny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmetiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium tuberculosis CDC1551

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky materiadl: individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M.
tuberculosis CDC1551

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujui medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genémov si dostupné
v publikovanej literatire a v prisiusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prace v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre zZivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerécii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdaraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov sii baktérie Mycobacterium tuberculosis CDC1551 — vid’ charakteristiku v bode (2) A)1.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je dany prdcou v uzavretom priestore. V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidovani GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre zivotné
prostredie.

4. Patogén sa v prostredi nachadza, aj ked’ jeho prevalencia je vdaka povinnému ockovaniu velmi nizka. Iné
fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekdduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym ldatkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium tuberculosis CDC1551) je zatriedeny do RT 3.



C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie siui bezne vyuzivané, prevazna vicsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy é. 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢. 12; pPR27 - Priloha & 13; pLIR - Priloha ¢. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachddzaji na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vdcsina sa pouZiva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouZivaného vektora, nenadobudne po transformdcii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouZivajii len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdlna, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po viozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kopioveé, stredne kopiové alebo nizko kopiove.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genému M. tuberculosis CDC1551. Tento genom
kéduje 4189 génov. Ziaden z tychto génov vsak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie. Patogenita kmernov M. tuberculosis je
zalozend na schopnosti tychto baktérii prezit vo vautri ludskych makrofagov a prispésobit sa ich prostrediu. Ide
0 proces, ktory je komplexny a nie je ovplyvneny modifikaciou expresie individudlneho génu.
2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okoliteho prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika su opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literatiire.
5. Geneticky materidal bude viozeny do plazmidov alebo intergrovany do genému prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuji toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kodovanych proteinov zvysila riziko infek¢nosti, patogenity, alebo virulencie
hostitel’ského mikroorganizmu. VzhPadom na charakteristiku parentilneho mikroorganizmu su
zatriedené do RT 3.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudua
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreziju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s pdvodnymi hostiteP’skymi kmefimi nebude zmenené ich pdsobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.



3. Klonovanie a expresia génov kédovanych genomom Mycobacterium tuberculosis
Erdman, alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy G¢inok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmefiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium tuberculosis Erdman

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

Vlozeny geneticky material: individudlne gény, fragmenty génov a génové kilastre celého genomu M.
tuberculosis Erdman

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sui baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahujii autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vheseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genémov si dostupné
v publikovanej literatire a v prisiusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vsetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdaraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su baktérie Mycobacterium tuberculosis Erdman — vid’ charakteristiku v bode (2) A)1.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky material.

3. Rozsah hostitelov je dany prdcou v uzavretom priestore. V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidovani GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimdlne riziko pre Zivotné
prostredie.

4. Patogén sa v prostredi nachddza, aj ked’ jeho prevalencia je vdaka povinnému ockovaniu velmi nizka. Iné
fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekdduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym ldatkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium tuberculosis Erdman) je zatriedeny do RT 3.



C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuzivané, prevazna vdicsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy é. 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
skodlivy pre cloveka, rastliny, zvierata alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachadzaju na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vicsina sa pouZiva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zloZky pouZivaného vektora, nenadobudne po transformdcii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takzZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdlna, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po viozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiove.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. tuberculosis Erdman. Tento genom
kéduje 4246 génov. Ziaden z tychto génov vsak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie. Patogenita kmernov M. tuberculosis je
zalozend na schopnosti tychto baktérii prezit vo vautri ludskych makrofagov a prispésobit sa ich prostrediu. Ide
0 proces, ktory je komplexny a nie je ovplyvneny modifikdciou expresie individudlneho génu.
2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika su opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genému prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuji toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kodovanych proteinov zvysila riziko infek¢nosti, patogenity, alebo virulencie
hostite’ského mikroorganizmu. VzhPadom na charakteristiku parentilneho mikroorganizmu su
zatriedené do RT 3.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudua
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s pdvodnymi hostiteP’skymi kmefimi nebude zmenené ich pdsobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technologie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.



4. Klonovanie a expresia génov kédovanych genomom Mycobacterium smegmatis, alebo
ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy iéinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmetiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium smegmatis

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genému M.
smegmatis

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujui medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych gendmov si dostupné
v publikovanej literatire a v prisiusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U Menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratéria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdace v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zdavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat’ vzdjomné pésobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdrajii spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su environmentdalne baktérie Mycobacterium smegmatis. Kmene uvedenych baktérii nie st
patogénne, virulentné ani infekcné a nepredstavuju Ziadne riziko z toxického alebo alergénneho hladiska a nie
su ani vektorom prenosu chorob. Ich pouZitie predstavuje zanedbatelné riziko pre ludi, zvieratd a rastliny
a minimalne nebezpecenstvo uniku.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekdduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym ldatkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium smegmatis) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:



1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuzZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢. 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vdcsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformdcii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouZivajii len v procesoch prebiehajuicich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdlna, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po viozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kdpiové, stredne kopiove alebo nizko kopiove.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. smegmatis. Tento geném kéduje 6742
génov. Ziaden z tychto génov viak nekoduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by predstavovala
riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie.
2. Pouzité expresné systémy neumozZiujii sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len V pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika su opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchdadzajucich genetickych modifikacii je uvedena v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuju toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kédovanych proteinov zvysila riziko infekénosti, patogenity, alebo virulencie
hostite’ského mikroorganizmu. Individualne ich moZno zatriedit’ do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudi
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteP’'skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmenmi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vysSie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postidenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostatoc¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.



5. Klonovanie a expresia génov kodovanych genomom Mycobacterium thermoresistibile,
alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmetiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium thermoresistibile

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky materiadl: individudlne geny, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M.
thermoresistibile

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genémov si dostupné
v publikovanej literatire a v prisiusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratéria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vsetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdaraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su baktérie Mycobacterium thermoresistibile. Ide o nepatogénny environmentdilny
mykobakterialny kmen.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekoduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym latkam vratane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium thermoresistibile) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:
1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnad
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢. 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢é. 4; pCG -



Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouZivajii len v procesoch prebiehajuicich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populdcii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. thermoresistibile. Tento genom
kéduje 4645 génov. Ziaden z tychto génov viak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie.
2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
protein0V V uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika siu opisané v casti B. ,, Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuju toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kédovanych proteinov zvySila riziko infekénosti, patogenity, alebo virulencie
hostitel’ského mikroorganizmu. Individualne ich mozno zatriedit’ do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudi
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s povodnymi hostite'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySent koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteP’'skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreziju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vysSie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technologie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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6. Klonovanie a expresia génu GFP z Aequorea victoria v Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy iéinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmetiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: medaza Aequorea victoria

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: GFP

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimdlna. Ak by takdto
situacia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genomov su dostupné
v publikovanej literatiire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prace V uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zdavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdaraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov je meduza Aequorea victoria zijuca pri pobrezi Severnej Ameriky.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky material.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat’ v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén nekdduje protein, aktivita ktorého vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym latkam vratane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Aequorea victoria) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vysSie siut bezne vyuZivané, prevaznd vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzaji na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouZivajii len v procesoch prebiehajiicich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Gén GFP koduje zeleno fluoreskujuci protein ,, green fluorescence protein “
2. Pouzité expresné systémy neumoZiuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko Z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sit opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.
Zaver: Uvedeny gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteI’skymi kmefimi nebude zmenena ich infek¢énost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voli vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postidenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pri¢om pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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7. Klonovanie a expresia génu KmR z Tn903 E. coli v Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy iéinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmetiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: Tn903 E. coli

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: KmR

(1) Potencialne skodlivé téinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spdsobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situacia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genomov su dostupné
v publikovanej literatire a v prisiusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vsetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje prdca zdavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik V konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdaraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov je transpozon Tn903 baktérie E. coli.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky material.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat’ v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén koduje kdduje aminoglykozid 3 -fosfotransferdzu, aktivita ktorej vedie k rezistencii voci
kanamycinu. Toto antibiotikum sa vSak na liecbu tuberkulozy vyuziva len v zriedkavych pripadoch, je pine
nahraditelné spektrom inych lieciv.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (E. coli) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. VSetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su beZne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢ 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
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Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory st zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. KmR — gén koduje aminoglykozid 3 -fosfotransferdazu kédovanu transpozonom Tn 903.
2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavujii Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. VioZeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sit opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude viozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatel’a.
Zaver: Gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s povodnymi hostitePskymi kmeiimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySent koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteI’skymi kmefimi nebude zmenena ich infek¢énost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voli vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pri¢om pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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8. Klonovanie a expresia génu HygR zo Streptomyces hygroscopicus v Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje ziadne riziko pre zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatePa: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmefiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: baktérie Streptomyces hygroscopicus

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: HygR

(1) Potencialne skodlivé u¢inky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimdlna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genomov su dostupné
v publikovanej literatire a v prisiusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prace V uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdaraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génu su pédne baktérie Streptomyces hygroscopicus.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén kiéduje kéduje aminoglykozid O-fosfotransferdzu, aktivita ktorej vedie Kk rezistencii voci
hygromycinu. Toto antibiotikum sa vSak nevyuziva na liecbu tuberkulozy.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Streptomyces hygroscopicus) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnad
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢. 1, 2 a 3, pND - Priloha ¢. 4, pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha é. 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLJR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
skodlivy pre cloveka, rastliny, zvierata alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachadzaji na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vdcsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformdcii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajiicich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material

1. HygR - gén koduje aminoglykozid O-fosfotransferazu (Hygromycin B fosfotransferdzu) zo Streptomyces
hygroscopicus.

2. Pouzité expresné systémy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.

3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sit opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.

4. Historia predchddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literatire.

5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.

Zaver: Gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySent koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné voéi vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postidenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pri¢om pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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9. Klonovanie a expresia génu StrR z R100.1 plazmidu E. coli v Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmefiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: E. coli

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: StrR

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimdlna. Ak by takdto
situacia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genomov su dostupné
v publikovanej literatiire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prace v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zdavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdaraju spory ani sklerécie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génu je R100.1 plazmid E. coli

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajne.

5. Uvedeny gén kiduje kéduje adenylyltransferazu, aktivita ktorej vedie k rezistencii voci streptomycinu. Toto
antibiotikum sa vSak na liecbu tuberkulozy v sucasnosti vyuzZiva len v zriedkavych pripadoch, je plne
nahraditelné spektrom inych lieciv.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (E. coli) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezZne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
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Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢. 12; pPR27 - Priloha & 13; pLIR - Priloha ¢. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformdacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouZivajii len v procesoch prebiehajuicich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujucich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Gén StrR (aadA) koduje adenylyltransferdzu plazmidu R100.1 z E. coli.
2. Pouzité expresné systémy neumozZiuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavujii Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. VioZeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sit opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude viozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.
Zaver: Gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budid kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite'skymi kmefmi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySent koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infek¢énost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voli vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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10. Klonovanie a expresia génov kodovanych genémom Mycobacterium tuberculosis
H37Ryv, alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatePa: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: individudlne gény, fragmenty génov a génové kiastre celého genému M.
tuberculosis H37Rv

(1) Potencialne skodlivé u¢inky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizcia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu v médiu. V mykobakteriologii je vyuzivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdcie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len u menej ako 10 %
nakazenych oséb. Vietci pracovnici laboratéria maji platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
lamindrneho boxu s filtrovanym odsdavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su baktérie Mycobacterium tuberculosis H37Rv — vid’ charakteristiku v bode (2) A)1.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je dany prdcou v uzavretom priestore. V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
lamindrneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidovani GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

4. Patogén sa v prostredi nachddza, aj ked jeho prevalencia je vdaka povinnému ockovaniu velmi nizka. Iné
fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekddujui proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym ldatkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium tuberculosis H37Rv) je zatriedeny do RT 3.

C) klonovacie a expresné vektory:
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1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezZne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢. 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vdcsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
v laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdlna, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po viozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kdpiové, stredne kopiove alebo nizko kopiove.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

E. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genému M. tuberculosis H37Rv. Tento genom
kéduje 4066 génov. Ziaden z tychto génov vsak nekoduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie. Patogenita kmenov M. tuberculosis je
zalozend na schopnosti tychto baktérii prezit' vo vnutri ludskych makrofiagov a prispésobit sa ich prostrediu. Ide
0 proces, ktory je komplexny a nie je ovplyvneny modifikdciou expresie individudlneho génu.
2. Pouzité expresné systémy neumozZiuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich uvolnenie
do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto proteinov
V uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z tOXického ani alergénneho hladiska. ViozZeny geneticky
material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika su opisané v casti B. ,, Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literatire.
5. Geneticky material bude viozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuju toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kodovanych proteinov zvysila riziko infekénosti, patogenity, alebo virulencie
hostite’ského mikroorganizmu. VzhPadom na charakteristiku parentilneho mikroorganizmu su
zatriedené do RT 3.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteP’'skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmenmi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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11. Klonovanie a expresia génov kodovanych genémom Mycobacterium tuberculosis
CDC1551, alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Spésob vyuZzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium tuberculosis CDC1551

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky materiadl: individudlne geny, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M.
tuberculosis CDC1551

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu v médiu. V mykobakteriologii je vyuzivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdcie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len umenej ako 10 %
nakazenych o0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vsetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerécii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov sii baktérie Mycobacterium tuberculosis CDC1551 — vid’ charakteristiku v bode (2) A)1.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky material.

3. Rozsah hostitelov je dany prdcou v uzavretom priestore. V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidovani GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

4. Patogén sa v prostredi nachddza, aj ked jeho prevalencia je vdaka povinnému ockovaniu velmi nizka. Iné
fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekdduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym ldatkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium tuberculosis CDC1551) je zatriedeny do RT 3.

C) klonovacie a expresné vektory:
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1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezZne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢ 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha & 14).

2. Neobsahujii gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat’ vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vdcsina sa pouZiva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouZivajii len V procesoch prebiehajuicich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdlna, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po viozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kdpiové, stredne kopiove alebo nizko kopiove.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty genov a génove klastre celeho genomu M. tuberculosis CDC1551. Tento genom
kéduje 4189 génov. Ziaden z tychto génov vsak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie. Patogenita kmenov M. tuberculosis je
zalozend na schopnosti tychto baktérii prezit vo vautri ludskych makrofagov a prispésobit sa ich prostrediu. Ide
0 proces, ktory je komplexny a nie je ovplyvneny modifikdciou expresie individudlneho génu.
2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika su opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchddzajucich genetickych modifikdcii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vilozeny do plazmidov alebo intergrovany do gendmu prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuju toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kodovanych proteinov zvysila riziko infek¢nosti, patogenity, alebo virulencie
hostite’ského mikroorganizmu. VzhPadom na charakteristiku parentilneho mikroorganizmu su
zatriedené do RT 3.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudua
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteP’'skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmenmi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, priCom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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12. Klonovanie a expresia génov kodovanych genomom Mycobacterium tuberculosis
Erdman, alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy G¢inok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje ziadne riziko pre zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium tuberculosis Erdman

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky materiadl: individudlne geny, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M.
tuberculosis Erdman

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizicia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu V médiu. V mykobakteriologii je vyuzivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takdto
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populicie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len u menej ako 10 %
nakazenych osob. Vietci pracovnici laboratéria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
lamindrneho boxu s filtrovanym odsdavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pésobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerocii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su baktérie Mycobacterium tuberculosis Erdman — vid’ charakteristiku v bode (2) A)1.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je dany prdcou v uzavretom priestore. V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
lamindrneho boxu s filtrovanym odsdavanym vzduchom a pri likvidovani GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

4. Patogén sa v prostredi nachddza, aj ked jeho prevalencia je vdaka povinnému ockovaniu velmi nizka. Iné
fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekddujui proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym latkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium tuberculosis Erdman) je zatriedeny do RT 3.

C) klonovacie a expresné vektory:
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1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vysSSie sit bezne vyuZivané, prevaznd vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢ 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
skodlivy pre cloveka, rastliny, zvierata alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachadzajui na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformdcii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdlna, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po viozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kdpiové, stredne kopiove alebo nizko kopiove.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. tuberculosis Erdman. Tento genom
kéduje 4246 génov. Ziaden z tychto génov vsak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie. Patogenita kmenov M. tuberculosis je
zalozend na schopnosti tychto baktérii prezit vo vautri ludskych makrofagov a prisposobit sa ich prostrediu. Ide
0 proces, ktory je komplexny a nie je ovplyvneny modifikdciou expresie individudlneho génu.
2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuji Ziadne riziko z toXického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika su opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedena v publikovanej literature.
5. Geneticky materidal bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genému prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuji toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemozné, aby
katalyticka aktivita nimi kédovanych proteinov zvySila riziko infek¢nosti, patogenity, alebo virulencie
hostite'ského mikroorganizmu. VzhPadom na charakteristiku parentilneho mikroorganizmu su
zatriedené do RT 3.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudua
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pévodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteP’skymi kmeiimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postidenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pri¢om pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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13. Klonovanie a expresia génov kédovanych genémom Mycobacterium smegmatis, alebo
ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

Mozny nepriaznivy G¢inok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatePa: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium smegmatis

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky materiadl: individudlne geny, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M.
smegmatis

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizicia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu V médiu. V mykobakteriologii je vyuzivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takdto
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populicie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len u menej ako 10 %
nakazenych osob. Vietci pracovnici laboratéria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
lamindarneho boxu s filtrovanym odsdavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerocii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su environmentdalne baktérie Mycobacterium smegmatis. Kmene uvedenych baktérii nie st
patogénne, virulentné ani infekcné a nepredstavuju Ziadne riziko z toxického alebo alergénneho hladiska a nie
su ani vektorom prenosu chorob. Ich pouZitie predstavuje zanedbatelné riziko pre ludi, zvieratd a rastliny
a minimalne nebezpecenstvo uniku.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat’ v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekdduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym ldatkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium smegmatis) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:
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1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuzZivané, prevaznd vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢. 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, Ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, koduju rezistenciu voci antibiotikam, z ktorych vicSina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouZivajii len v procesoch prebiehajiicich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdlna, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po viozeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kopioveé, stredne kopiové alebo nizko kopiove.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. smegmatis. Tento geném koduje 6742
génov. Ziaden z tychto génov vsak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by predstavovala
riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie.
2. Pouzité expresné systéemy neumoziuju sekréciu produkovanych proteinov do okoliteho prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len V pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavujii Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. VioZeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sii opisané v casti B. ,,Organizmus darcu‘ tohto
posudenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuju toxiny, virulenéné faktory, ani alergény a je nemoZné, aby
katalyticka aktivita nimi kédovanych proteinov zvySila riziko infek¢énosti, patogenity, alebo virulencie
hostite’ského mikroorganizmu. Individualne ich moZno zatriedit’ do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budu kmene M. tuberculosis, ktoré nebudi
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteP’'skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreziju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré si uvedené
vysSie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technologie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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14. Klonovanie a expresia génov kédovanych genomom Mycobacterium thermoresistibile,
alebo ich ¢asti v Mycobacterium tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy iéinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne velké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: baktérie Mycobacterium thermoresistibile

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky materidl: individudalne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M.
thermoresistibile

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakteridlny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu v médiu. V mykobakterioldgii je vyuzivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdcie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len u menej ako 10 %
nakazenych osob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v Uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

10. Posudzovat schopnOst tvorby spor alebo sklerocii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmei prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov su baktérie Mycobacterium thermoresistibile. Ide o nepatogénny environmentalny
mykobakterialny kmen.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedené gény nekoduju proteiny, ktorych aktivita vedie k odolnosti proti antimikrobidalnym latkam vrdtane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Mycobacterium thermoresistibile) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezZne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
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Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢é. 14).

2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
v laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
Vv prirodnej populdcii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory si zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. thermoresistibile. Tento genom
kéduje 4645 génov. Ziaden z tychto génov viak nekéduje toxin, ani virulencny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie ludi, zvierat alebo Zivotné prostredie.
2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia pévodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky materidal neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sii opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
posudenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedena v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude viozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.
Zaver: Uvedené gény nepredstavuju toxiny, virulen¢né faktory, ani alergény a je nemozZné, aby
katalyticka aktivita nimi kédovanych proteinov zvySila riziko infekénosti, patogenity, alebo virulencie
hostitel’ského mikroorganizmu. Individualne ich mozno zatriedit’ do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudi
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s povodnymi hostite'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudi mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostiteP’'skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreziju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné vo¢i vybranym antibiotikim, ktoré su uvedené
vysSie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postidenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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15. Klonovanie a expresia génu GFP z Aequorea victoria v Mycobacterium tuberculosis
18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

Mozny nepriaznivy G¢inok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatePa: baktérie Mycobacterium tuberculosis18b

Organizmus darcu: medaza Aequorea victoria

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: GFP

(1) Potencialne skodlivé tcinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu v médiu. V mykobakteriologii je vyuzZivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidal.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimdlna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databazach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdcie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len umenej ako 10 %
nakazenych o0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vsetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
lamindrneho boxu s filtrovanym odsdvanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovamych na projekte, ani minimdlne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerécii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov je meduza Aequorea victoria Zijiica pri pobrezi Severnej Ameriky.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén nekdduje protein, aktivita ktorého vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym latkam vratane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Aequorea victoria) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha & 13; pLIR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vdcsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
v laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
Vv prirodnej populdcii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Gén GFP koduje zeleno fluoreskujuci protein ,, green fluorescence protein “
2. Pouzité expresné systémy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade Iyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavujii Ziadne riziko z toXického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sit opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela, jeho vlozenim vsak
neddjde k aktivacii alebo deaktivacii hostitelskych génov.
Zaver: Uvedeny gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom buda kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudi mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infek¢énost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voli vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, priCom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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16. Klonovanie a expresia génu KmR z Tn903 E. coli v Mycobacterium tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

Mozny nepriaznivy u¢inok: medicinsky liecitené ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 103

Hodnotenie rizika: stredne velké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne velké riziko pre cloveka, nepredstavuje ziadne riziko pre zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatelPa: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: Tn903 E. coli

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: KmR

(1) Potencialne Skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmeria Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu V médiu. V mykobakteriologii je vyuzivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takdto
Situdcia nastala, volné preZitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie si
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupnd v publikovanej literatire a v prislusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len umenej ako 10 %
nakazenych oséb. Vietci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vsetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmeii prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov je transpozon Tn903 baktérie E. coli.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat’ vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie sii pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén Kdduje koduje aminoglykozid 3 -fosfotransferdzu, aktivita ktorej vedie k rezistencii voci
kanamycinu. Toto antibiotikum sa vSak na liecbu tuberkuldzy vyuziva len v zriedkavych pripadoch, je pine
nahraditelné spektrom inych lieciv.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (E. coli) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuzivané, prevaznd vicsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy ¢. 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢é. 4; pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha & 13; pLIR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
skodlivy pre cloveka, rastliny, zvierata alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachadzaji na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z Ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. KmR — gén kéduje aminoglykozid 3 -fosfotransferdazu kédovanu transpozonom Tn 903
2. Pouzité expresné systémy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sit opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.
4. Historia predchdadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky materidal bude viozeny do plazmidov alebo intergrovany do genému prijimatela.
Zaver: Gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostiteP’'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infek¢énost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6.V ekosystéme vol’'ne nepreZziju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budi odolné voéi vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postidenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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17. Klonovanie a expresia génu HygR zo Streptomyces hygroscopicus v Mycobacterium
tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: baktérie Streptomyces hygroscopicus

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: HygR

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zzivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu v médiu. V mykobakteriologii je vyuzZivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimadlna. Ak by takdto
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databazach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdcie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len u menej ako 10 %
nakazenych osob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdace v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca
zdvazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimdlne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génu sii baktérie Streptomyces hygroscopicus

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky material.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat’ v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén kiéduje kéduje aminoglykozid O-fosfotransferdzu, aktivita ktorej vedie Kk rezistencii voci
hygromycinu. Toto antibiotikum sa vSak nevyuZiva na liecbu tuberkulozy.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Streptomyces hygroscopicus) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha & 13; pLIR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahujii gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat’ vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vdcsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitel'a virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
Vv laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujicich rezistenciu voci antibiotiku
Vv prirodnej populdcii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material

1. HygR - gén koduje aminoglykozid O-fosfotransferazu (Hygromycin B fosfotransferdazu) zo Streptomyces
hygroscopicus

2. Pouzité expresné systéemy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavujii Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.

3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika si opisané v casti B. ,,Organizmus darcu** tohto
postdenia.

4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.

5. Geneticky materidal bude viozeny do plazmidov alebo intergrovany do genému prijimatela.

Zaver: Gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySent koloniza¢nt schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voci vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok postidenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pri¢om pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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18. Klonovanie a expresia génu StrR z R100.1 plazmidu E. coli v Mycobacterium
tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Spésob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre Zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatePa: baktérie Mycobacterium tuberculosis 18b

Organizmus darcu: E. coli

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: StrR

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov si baktérie kmersia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmesi je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu v médiu. V mykobakteriologii je vyuzZivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimalna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literature a v prislusnych databazach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdcie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len u menej ako 10 %
nakazenych osob. VSetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vSetkych novorodencov vV SR). V podmienkach prdice v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom apri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimdlne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovar biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerocii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génu je R100.1 plazmid E. coli

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén koduje koduje adenylyltransferdzu, aktivita ktorej vedie k rezistencii voci streptomycinu. Toto
antibiotikum sa vSak na liecbu tuberkulozy v sucasnosti vyuzZiva len v zriedkavych pripadoch, je plne
nahraditelné spektrom inych lieciv.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (E. coli) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuzivané, prevaznda vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat’ vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
skodlivy pre cloveka, rastliny, zvierata alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachadzaju na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kodujicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud’ vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material

1. Gén StrR (aadA) kéduje adenylyltransferdzu plazmidu R100.1 z E. coli.

2. Pouzité expresné systémy neumozZiuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinoV V uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.

3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika si opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.

4. Historia predchaddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.

5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.

Zaver: Gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢ni schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voli vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technolégie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pri¢om pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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19. Klonovanie a expresia génu dCAS9 z Streptcoccus thermophilus v Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, Erdman alebo CDC1551

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Spésob vyuZzitia: zakladny vedecky vyskum

MoZny nepriaznivy Géinok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u I'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne vel'ké riziko pre Cloveka, nepredstavuje Ziadne riziko pre zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatela: baktérie Mycobacterium tuberculosis kmetiov H37Rv, Erdman alebo CDC1551
Organizmus darcu: Streptcoccus thermophilus

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: dCas9

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov sii baktérie: kmene Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis
Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551. Tieto baktérie spésobujii medicinsky liecitelné ochorenie —
tuberkulozu.

2. Neobsahuju autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky material.

3. Pravdepodobnost uniku do okolitého Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimdlna. Ak by takato
situdcia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Kmene boli ziskané zo zbierky ATCC, kde su vedené ako RT 3. Sekvencie jednotlivych genomov su dostupné
v publikovanej literatire a v prisiusnych databdzach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend jedna Stvrtina svetovej populdacie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie U menej ako 10 % nakazenych
0sob. Vsetci pracovnici laboratéria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto ockovanie povinné
pre vsSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch lamindrneho boxu
S filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje praca zavazné riziko ani pre
pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimalne riziko pre zivotné prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentalnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerdcii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedené kmene M. tuberculosis nevytvdrajii spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedené bakterialne kmene prijimatePa (Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium
tuberculosis Erdman a Mycobacterium tuberculosis CDC1551) st zatriedené do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov je grampozitivna baktéria Streptcoccus thermophilus.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky material.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat’ v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajne.

5. Uvedeny gén nekdduje protein, aktivita ktorého vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym latkam vratane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Streptococcus thermophilus) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuzZivané, prevaznd vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢é. 4, pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha & 12; pPR27 - Priloha ¢. 13; pLIR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat' vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
skodlivy pre cloveka, rastliny, zvierata alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachadzajui na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
V laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kodujiicich rezistenciu voci antibiotiku
V prirodnej populacii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimadina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopioveé.

Zaver: Uvedené vektory su zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material

1. Gén dCas9 kéduje inaktivau endonukledzu.

2. Pouzité expresné systémy neumozZiuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch Nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.

3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika si opisané v casti B. ,,Organizmus darcu‘ tohto
postdenia.

4. Historia predchddzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literatire.

5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatela.

Zaver: Uvedeny gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budi kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite’'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infekénost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voli vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vySsie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technologie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pricom pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuju riziko.
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20. Klonovanie a expresia génu dCAS9 z Streptcoccus thermophilus v Mycobacterium
tuberculosis 18b

Génové techniky: klonovanie a expresia génov

Sposob vyuzitia: zakladny vedecky vyskum

Mozny nepriaznivy G¢inok: medicinsky lie¢iteI'né ochorenie u 'udi

Odhad pravdepodobnosti: 10

Hodnotenie rizika: stredne vel'ké

ManaZment rizika: RT 3

Celkovy zaver: Projekt predstavuje stredne velké riziko pre ¢loveka, nepredstavuje ziadne riziko pre zivotné
prostredie.

Organizmus prijimatePa: baktérie Mycobacterium tuberculosis18b

Organizmus darcu: Streptcoccus thermophilus

Nosice: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich
derivaty

VloZeny geneticky material: dCas9

(1) Potencialne skodlivé ucinky vplyvu novovzniknutych GMO, ako aj minimalizacia ich vplyvu na Zivotné
prostredie a manazment rizika je v prilohe Hodnotenie génov.

)

A) organizmus prijimatela:

1. Prijemcom génov su baktérie kmesia Mycobacterium tuberculosis 18b. Tento kmen je nevirulentny
mykobakterialny kmen zavisly of pritomnosti streptomycinu v médiu. V mykobakteriologii je vyuZivany pre
Studium latentnych foriem mykobaktérii.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Pravdepodobnost uniku do okoliteho Zivotného prostredia, mimo zariadenia, je minimdlna. Ak by takdto
situacia nastala, volné prezitie tychto baktérii (mimo hostitela) je nepravdepodobné. Blokujiice mutdcie su
stabilné.

4. Sekvencia genomu je dostupna v publikovanej literatire a v prislusnych databazach.

5. Baktériou M. tuberculosis je latentne nakazend az jedna Stvrtina svetovej populdcie (Houben a Dodd, PloS
Medicine, 2016, DOI:10.1371), pricom aktivne ochorenie sa pocas Zivota vyvinie len u menej ako 10 %
nakazenych o0sob. Vsetci pracovnici laboratoria maju platné ockovanie proti TBC (do r. 2011 bolo toto
ockovanie povinné pre vSetkych novorodencov v SR). V podmienkach prdce v uzavretych priestoroch
laminarneho boxu s filtrovanym odsavanym vzduchom a pri likvidacii GMO odpadu nepredstavuje prdca
zavazné riziko ani pre pracovnikov priamo zainteresovanych na projekte, ani minimdlne riziko pre Zivotné
prostredie.

6. K vyznamnym zmenam fyziologickych charakteristik v konecnom GMM neddjde.

7. Posudzovat biotopy a geografické rozloZenie je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

8. Posudzovat zapojenie do environmentdlnych procesov je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.

9. Posudzovat vzdjomné pdsobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
10. Posudzovat schopnost tvorby spor alebo sklerécii je bezpredmetné v uzavretom priestore zariadenia.
Uvedeny kmesi M. tuberculosis nevytvdra spory ani sklerdcie.

Zaver: Uvedeny bakterialny kmen prijimatel’a (Mycobacterium tuberculosis 18b) je zatriedeny do RT 3.

B) organizmus darcu:

1. Darcom génov je grampozitivna baktéria Streptcoccus thermophilus.

2. Neobsahuje autochtonne vektory, ktoré by mohli mobilizovat vneseny geneticky materidl.

3. Rozsah hostitelov je bezpredmetné posudzovat' v uzavretom priestore zariadenia.

4. Iné fyziologické charakteristiky darcu nie su pre posudzovanie rizika smerodajné.

5. Uvedeny gén nekdduje protein, aktivita ktorého vedie k odolnosti proti antimikrobidlnym latkam vratane
antibiotik.

Zaver: Uvedeny organizmus darcu (Streptococcus thermophilus) je zatriedeny do RT 1.

C) klonovacie a expresné vektory:

1. Vsetky pouzité expresné vektory uvedené vyssie su bezne vyuzZivané, prevazna vdcsina z nich je dostupnd
komercne (zbierka vektorov Addgene) (vektory radu pVV a pMV - Prilohy & 1, 2 a 3; pND - Priloha ¢. 4, pCG -
Priloha ¢. 5; pHAM a pJAM - Priloha ¢. 6; pST - Prilohy ¢. 7, 8 a 9; pSE - Priloha ¢. 10; pGA - Priloha ¢. 11;
pJQ - Priloha ¢ 12; pPR27 - Priloha & 13; pLIR - Priloha ¢. 14).
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2. Neobsahuju gény alebo sekvencie, ktoré by mohli dat vyslednému organizmu taky fenotyp, ktory by bol
Skodlivy pre cloveka, rastliny, zvieratd alebo Zivotné prostredie. Niektoré gény, ktoré sa nachdadzajii na
prislusnych plazmidoch, kéduju rezistenciu voci antibiotikdm, z ktorych vicsina sa pouziva v Klinickej praxi
(ampicilin, kanamycin, streptomycin, gentamycin, hygromycin). Ziaden z génov, resp. jeho fragmentov, ktoré
tvoria zlozky pouzivaného vektora, nenadobudne po transformacii do koncového hostitela virulentny, infekcny,
inak patogénny alebo toxikogénny charakter. Plazmidy sa vSak pouzivajii len v procesoch prebiehajucich
Vv laboratornych podmienkach v uzavretom priestore, takZe Sirenie génov kddujiicich rezistenciu voci antibiotiku
vV prirodnej populdcii mikroorganizmov je nepravdepodobné.

3. Ich mobilita je minimdina, pricom frekvencia ich mobility sa nezvysi ani po vioZeni fragmentu DNA do ich
Struktury. Su bud vysoko kopiové, stredne kopiové alebo nizko kopiové.

Zaver: Uvedené vektory siu zatriedené do RT 1.

D. vloZeny geneticky material
1. Gén dCas9 kéduje inaktivau endonukledzu.
2. Pouzité expresné systémy neumoznuju sekréciu produkovanych proteinov do okolitého prostredia, ich
uvolnenie do média je mozné len v pripade lyzy buniek. Produkcia povodnych a mutantnych foriem tychto
proteinov v uvedenych prijemcoch nepredstavuju Ziadne riziko z toxického ani alergénneho hladiska. Viozeny
geneticky material neovplyvni patogenitu ani virulenciu vysledného mikroorganizmu.
3. Zdroj a identita organizmu darcu a jeho charakteristika sit opisané v casti B. ,,Organizmus darcu* tohto
postdenia.
4. Historia predchadzajucich genetickych modifikacii je uvedend v publikovanej literature.
5. Geneticky material bude vlozeny do plazmidov alebo intergrovany do genomu prijimatel’a.
Zaver: Uvedeny gén je zatriedeny do RT 1.

E. vysledné GMO:
1. Vyslednym geneticky modifikovanym mikroorganizmom budid kmene M. tuberculosis, ktoré nebudu
mat’ toxické ani alergénne ucinky.
2.V porovnani s pdvodnymi hostite'skymi kmefimi nebude zmenena ich patogenita.
3. Nebudu mat’ zvySenu koloniza¢nu schopnost’.
4.V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmefimi nebude zmenena ich infek¢nost’.
5. Bez negativneho dopadu na Zivotné prostredie.
6. V ekosystéme vol’'ne nepreZiju.
7. Posudzovat’ vzajomné posobenie na iné mikroorganizmy je bezpredmetné v uzavretom priestore
zariadenia.
8. V porovnani s povodnymi hostite’skymi kmeiimi nebude zmenené ich pésobenie na rastliny
a zvierata. Vysledné mikroorganizmy budid odolné voli vybranym antibiotikam, ktoré su uvedené
vyssie.
9. Nezapoja sa do biogeochemickych procesov.

Zaver: Uvedeny vysledny geneticky modifikovany mikroorganizmus je zatriedeny do rizikovej triedy 3.

Vysledok posudenia: Génové technologie a praca s uvedenymi GMM v podmienkach RT 3 dostato¢ne
eliminuje riziko pre ¢loveka, pri€om pre rastliny, zvierata a Zivotné prostredie nepredstavuji riziko.

Datum: 12. 02. 2024
Vypracovala: doc. RNDr. Jana Kordulakova, PhD.
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Hodnotenie génov

Ziadatel’ky: prof. RNDr. Katarina Mikugova, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Spoésob pouzitia: zakladny vedecky vyskum Vv uzavretom laboratériu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. tuberculosis
H37Rv — geném kmetia H37Rv koduje 4066 génov. Ziaden z tychto génov viak nekéduje
toxin, ani virulen¢ny faktor, expresia ktorych by predstavovala riziko pre zdravie l'udi, zvierat
alebo zivotné prostredie. Patogenita kmefiov M. tuberculosis je zaloZzena na schopnosti tychto
baktérii prezit’ vo vnutri 'udskych makrofagov a prispdsobit’ sa ich prostrediu. Ide o proces,
ktory je komplexny a nie je ovplyvneny individualnou nadexpresiou génov.

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManaZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <1073 Stredne vel'ké RT3 Bez negativneho

dopadu na Zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Praca v uzavretom priestore RT3 dostato¢ne minimalizuje

zvaZované ucinky na ¢loveka a ZP
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Ziadatelky: prof. RNDr. Katarina MikuSova, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zakladny vedecky vyskum v uzavretom laboratdriu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. tuberculosis
CDC1551 — geném kmeita CDC1551 kéduje 4189 génov. Ziaden z tychto génov viak
nekdéduje toxin, ani virulenény faktor, expresia ktorych by predstavovala riziko pre zdravie
I'udi, zvierat alebo Zivotné prostredie. Patogenita kmenov M. tuberculosis je zaloZena na
schopnosti tychto baktérii prezit vo wvnutri l'udskych makrofagov a prisposobit’ sa ich
prostrediu. Ide o proces, ktory je komplexny a nie je ovplyvneny individualnou nadexpresiou
génov.

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManazZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <103 Stredne vel'ké RT3 Bez negativneho

dopadu na Zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Praca v uzavretom priestore RT3 dostato¢ne minimalizuje

zvazované ucinky na ¢loveka a ZP
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Ziadatelky: prof. RNDr. Katarina MikuSova, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zakladny vedecky vyskum v uzavretom laboratériu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. tuberculosis
Erdman — geném kmefia Erdman koduje 4246 génov. Ziaden z tychto génov viak nekoduje
toxin, ani virulen¢ny faktor, expresia ktorych by predstavovala riziko pre zdravie I'udi, zvierat
alebo Zivotné prostredie. Patogenita kmeniov M. tuberculosis je zaloZena na schopnosti tychto
baktérii prezit vo vnutri l'udskych makrofagov a prisposobit’ sa ich prostrediu. Ide o proces,
ktory je komplexny a nie je ovplyvneny individualnou nadexpresiou génov.

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManaZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <1073 Stredne vel'ké RT3 Bez negativneho

dopadu na zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Praca v uzavretom priestore RT3 dostato¢ne minimalizuje

zvaZované ucinky na ¢loveka a ZP
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Ziadatel’ky: prof. RNDr. Katarina Mikugové, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouZzitia: zakladny vedecky vyskum v uzavretom laboratoriu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: individudlne gény, fragmenty génov a génové klastre celého genomu M. smegmatis —
geném kmena M. smegmatis koduje 6742 génov. M. smegmatis je environmentalnym

nepatogénnym

mykobakteridlnym

kmenom a vV mykobakteriologii

predstavuje

najvyuzivanejs$i modelovy mikroorganizmus. Ziaden z génov jeho gendému nekoduje toxin,
ani virulen¢ny faktor, expresia ktorych by predstavovala riziko pre zdravie l'udi, zvierat alebo

zivotné prostredie.

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManaZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <10 Ziadne RT1 Bez negativneho

dopadu na zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Nepredstavuju riziko pre ¢loveka, ani Zivotné prostredie.
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Ziadatel’ky: prof. RNDr. Katarina Mikugové, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zdkladny vedecky vyskum v uzavretom laboratériu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: individudlne gény, fragmenty génov agénové klastre celého genomu M.
thermoresistibile — genom kmena M. thermoresistibile koduje 4645 génov. M.
thermoresistibile je environmentalnym nepatogénnym mykobakterialnym kmefiom. Ziaden
z génov jeho gendmu nekdduje toxin, ani virulenny faktor, expresia ktorych by
predstavovala riziko pre zdravie I'udi, zvierat alebo zivotné prostredie.

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManaZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <10 Ziadne RT1 Bez negativneho

dopadu na zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Nepredstavuju riziko pre ¢loveka, ani Zivotné prostredie.
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Ziadatel’ky: prof. RNDr. Katarina Mikugova, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zakladny vedecky vyskum v uzavretom laboratoriu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: gfp — gén koduje zeleno fluoreskujuci protein ,green fluorescence protein’

z meduzy Aequorea victoria.

3

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManaZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <10 Ziadne RT1 Bez negativneho

dopadu na Zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Nepredstavuju riziko pre ¢loveka, ani Zivotné prostredie.
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Ziadatelky: prof. RNDr. Katarina MikuSova, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zakladny vedecky vyskum v uzavretom laboratériu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: KmR — gén koduje aminoglykozid 3" -fosfotransferazu kédovanu transpozénom Tn 903

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManazZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nem4 <101 Ziadne RT1 Bez negativneho

dopadu na zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Nepredstavuju riziko pre ¢loveka, ani Zivotné prostredie.
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Ziadatel’ky: prof. RNDr. Katarina Mikugové, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zakladny vedecky vyskum v uzavretom laboratoriu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: HygR -

gén koduje aminoglykozid O-fosfotransferazu (Hygromycin
fosfotransferazu) zo Streptomyces hygroscopicus

B

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManaZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <10 Ziadne RT1 Bez negativneho

dopadu na zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Nepredstavuju riziko pre ¢loveka, ani Zivotné prostredie.
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Ziadatel’ky: prof. RNDr. Katarina Mikugové, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zdkladny vedecky vyskum v uzavretom laboratériu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: StrR — gén aadA koduje adenylyltransferazu plazmidu R100.1 z E. coli

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManaZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <10 Ziadne RT1 Bez negativneho

dopadu na zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Nepredstavuju riziko pre ¢loveka, ani Zivotné prostredie.
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Ziadatel’ky: prof. RNDr. Katarina Mikugova, DrSc.; doc. RNDr. Jana Korduldkova, PhD

Sposob pouzitia: zakladny vedecky vyskum v uzavretom laboratériu

Prijemca: Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycobacterium tuberculosis CDC1551,
Mycobacterium tuberculosis Erdman, Mycobacterium tuberculosis 18b

Gény: dCas9 — gén koduje inaktivnu endonukleazu zo Streptcoccus thermophilus

Pouzivané plazmidy: rady vektorov pVV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA,
pJQ200, pPR27, pSE, pLJR a ich derivaty

MozZny Odhad Hodnotenie ManazZment | Hodnotenie
nepriaznivy pravdepodobnosti | rozpoznaného | rizika celkového dopadu
ucinok rizika

Nema <10 Ziadne RT1 Bez negativneho

dopadu na zivotné

prostredie

Celkovy zaver pre tieto gény: Nepredstavuju riziko pre ¢loveka, ani Zivotné prostredie.
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Tabul’ka uvadzajiuca kompletny zoznam schvalovanych génov, vektorov a hostitel’ov

Organizmus darcu

Organizmus prijemcu

. . Vysledné GMO
Nazov . >, Manazment ; v ..
Typ vektora Klonované gény Cislo GenBank rizika Nazov (manaZiment rizika;
posudok str.)
Mycobacterium Rady vektorov pVV, Individudlne gény, | AL123456.3 RT3 Mycobacterium RT3; str. 1-2
tuberculosis H37Rv | pMV, pND, pCG, fragmenty génov tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, a génové klastre Mycobacterium RT3; str. 1-2
pGA, pJQ200, pPR27, | gendmu M. tuberculosis CDC1551
pSE, pLJR aich tuberculosis H37Rv Mycobacterium RT3; str. 1-2
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 19-20
tuberculosis 18b
Mycobacterium Rady vektorov pVV, Individualne gény, | AE000516.2 RT3 Mycobacterium RT3; str. 3-4
tuberculosis pMV, pND, pCG, fragmenty génov tuberculosis H37Rv
CDC1551 pHAM, pJAM, pST, a génové klastre Mycobacterium RT3; str. 3-4
pGA, pJQ200, pPR27, | gendmu M. tuberculosis CDC1551
pSE, pLR aich tuberculosis Mycobacterium RT3; str. 3-4
derivaty CDC1551 tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 21-22
tuberculosis 18b
Mycobacterium Rady vektorov pVV, Individudlne gény, | ASM35020v1 RT3 Mycobacterium RT3; str. 5-6
tuberculosis Erdman | pMV, pND, pCG, fragmenty génov tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, a génové klastre Mycobacterium RT3; str. 5-6
PGA, pJQ200, pPR27, | gendmu M. tuberculosis CDC1551
pSE, pLIR a ich tuberculosis Mycobacterium RT3; str. 5-6
derivaty Erdman tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 23-24
tuberculosis 18b
Mycobacterium Rady vektorov pVV, Individudlne gény, | ASM1500v1 RT1 Mycobacterium RT3; str. 7-8
smegmatis mc?155 | pMV, pND, pCG, fragmenty génov tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, a génové klastre Mycobacterium RT3; str. 7-8
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pGA, pJQ200, pPR27,

genomu M.

tuberculosis CDC1551

pSE, pLIR aich smegmatis mc?155 Mycobacterium RT3; str. 7-8
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 25-26
tuberculosis 18b
Mycobacterium Rady vektorov pVV, Individudlne gény, | ASM23458v1 RT1 Mycobacterium RT3; str. 9-10
thermoresistibile pMV, pND, pCG, fragmenty génov tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, a génové klastre Mycobacterium RT3; str. 9-10
pGA, pJQ200, pPR27, | gendmu M. tuberculosis CDC1551
pSE, pLIR aich thermoresistibile Mycobacterium RT3; str. 9-10
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 27-28
tuberculosis 18b
Aequorea victoria Rady vektorov pVV, gfp - RT1 Mycobacterium RT3; str. 11-12
pMV, pND, pCG, tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, Mycobacterium RT3; str. 11-12
pGA, pJQ200, pPR27, tuberculosis CDC1551
pSE, pLIR aich Mycobacterium RT3; str. 11-12
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 29-30
tuberculosis 18b
Tn903 Rady vektorov pVV, KmR - RT1 Mycobacterium RT3; str. 13-14
pMV, pND, pCG, tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, Mycobacterium RT3; str. 13-14
pGA, pJQ200, pPR27, tuberculosis CDC1551
pSE, pLIR aich Mycobacterium RT3; str. 13-14
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 31-32
tuberculosis 18b
Streptomyces Rady vektorov pVV, HygR - RT1 Mycobacterium RT3; str. 15-16
hygroscopicus pMV, pND, pCG, tuberculosis H37Rv
pPHAM, pJAM, pST, Mycobacterium RT3; str. 15-16
PGA, pJQ200, pPR27, tuberculosis CDC1551
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pSE, pLIR aich Mycobacterium RT3; str. 15-16
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 33-34
tuberculosis 18b
Escherichia coli Rady vektorov pVV, StrR RT1 Mycobacterium RT3; str. 17-18
pMV, pND, pCG, tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, Mycobacterium RT3; str. 17-18
pGA, pJQ200, pPR27, tuberculosis CDC1551
pSE, pLIR aich Mycobacterium RT3; str. 17-18
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 35-36
tuberculosis 18b
Streptcoccus Rady vektorov pVV, dCas9 RT1 Mycobacterium RT3; str. 37-38
thermophilus pMV, pND, pCG, tuberculosis H37Rv
pHAM, pJAM, pST, Mycobacterium RT3; str. 37-38
pGA, pJQ200, pPR27, tuberculosis CDC1551
pSE, pLIR aich Mycobacterium RT3; str. 37-38
derivaty tuberculosis Erdman
Mycobacterium RT3; str. 39-40

tuberculosis 18b
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Priloha ¢. 1. Mapa vektorov rady pMV261, pVV2 a pVV16

Bell (4323
rmnB_T1_terminator
Hpal (4377)
Sall (4266
Clal (4261
Hindlll (4354)
BstBl (4351)
EcoR| (4347)
Patl (4346]
Fwull (4241
BamHI (42341
hdsal (4320)
Aatll (3879)
Xbal (2236)
Dral (3932)
Kpnl (2923
Notl (2912)
ORF frame 1
Meol (3247
ORF frame 2
ORF frame 3
Fzpl (2887)
Ascl (2696)
Feature Name Start
KanR2 121
pERI2Z_origin 1252
rrnB_T1_terminator 4409

End
936

1871
4452

phy 261
4438 bp

ORF

ORF frame 1
ORF frame 3
ORF frame 2
ORF frame 1

Hhel (1)
KanRz
ORF frame 1

Spel(1219)
pBR3ZZ_origin
Apall (1593

Start End
121 936
2670 3266
2771 3622
2895 3528
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Priloha €. 2. Mapa vektorov rady pMV361

. el phat
it G Vit
HF;“JI" .......................................... smnl _: -

MR

M
4004

pMV361.kan, -
4445 hps

patl
samkl
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Priloha €. 3. Mapa vektorov rady pMVHG1

Nde | . Hind 1l
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Priloha ¢. 4. Mapa vektorov rady pND:

Restriction map of pND-UV-GFP_revised.gb.xdna - 5034 nt
<Serial Cloner ¥2.5> -- <11.12.2016 20:44>

23..42 rrnBT2 misc feature
71..377 UV15 CDS

kanamycin resistance gene miRNA 4919..4104 _
406..1122 GFP+ CD

1128..1143 Linker misc_feature

pND-UV-GFP_revised.gb.xdna - 5034 nt

+

1308..2320 mycobacteriop

reobacteriophage LS attP atta 2605..264 7|
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Priloha ¢. 5. Mapa vektorov rady pCG76

Furified 2 kb
EcoRI-Pstl fragment

*

T4 polymerese trestment

EcoRl
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Priloha ¢. 6. Mapa vektorov rady pJAM2 a pHAM2

A

orl
myco

| ]
/ | 1.5kb acetamidase

/| gene promoter
&

i;; region

ori E. coli

B

sp BamHI Scal

taagagaaagggagtoccac ATG CCC GAG GTA GTT TTC GEA TCC AGT ACT
Mat Pro Glu Val Val Phe Gly Ser Sar Thr

Xbal

TCT AGA CAC CARC CARC CAC CAC CAC TGA
Ser Arg His His His His His His *
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Priloha ¢. 7. Mapa vektorov rady pST-K

ORF frame 1

Mool (3877
OFRF frame 2
OFRF frame 2

Bglll (241
Al (3326)
Agel (2039)

Feature Name
rrnB_T1_terminator
KanR2
PEBRI22_origin

Kpnl (4545)

Start
241
743
1876

pST-K

4565 bp

ORF

ORF frame 1
ORF frame 3
ORF frame 2
ORF frame 1

MNdel (351)
BamHI (3567
EzoRW (3640
Ahal (362
MNotl (375)
Parull (235)
Apal (393)
EcoR|(295)
Pstl (405
Pmll (409)
Pacl (417
Hindlll (4192
Hpal (453)
B _T1_terminator

Sacll (Go2)
Bl (5013
MNhel (3072
Aatll ([522)
MNrul (2322
kanR2
ORF frame 1
Spel (1243)
pBR322_origin
Apall (2222)
Start End
745 1560
3300 3896
3401 4252
3625 4158



Priloha ¢. 8. Mapa vektorov rady pST-KT

Ndel (3513
BamHI (3563
EcoRV (364
bal (368)
Motl (375
Fvull (225)
Apal (223)
EcoR| (305)
Pstl (4053
Pl (409
Facl (7]
Hindlll (4193
Hpal (463
B _T1_terminatar
Sacll (522)

Kpnl (5322) Mhel (507)

Aatll (522)

QRF frame 1
QFRF frame 2
OFF frame 3
Bglll (4196)
Azel (4100)
PET-KT
5348 bp
Agel (3722)
TetR
ORF frame 2 pBR3ZZ_origin
Apall (2222)
Feature Name Start End ORF Start
rrnB_T1_terminator 241 284 ORF frame 1 745
FanE2 745 1260 ORF frame 2 2789
pBR322_origin 1876 2495 OFF frame 3 4083
TetR 2804 3403 OFF frame 2 4184
OFF frame 1 4408

KanRZ2
ORF frame 1

Spel (1243)

End

1560
3412
4679
2033
4941
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Priloha ¢. 9. Mapa vektorov rady pST-2K

Kpnl (5076)

ORF frame 1
Mol (44087
ORF frame 2
ORF frame 3
Bgll (39d4)

el (3470)

Apall (2753

pBER3ZEZ _orgin

Feature Name
attL?
rnB_T1_terminatar
rrnB_T1_terminatar
kKanR2
nBRS22_origin

Start
25
517
1072
1276
2407

attl2
Hdel (426)
BamHI (431}
EcoR (409]
wbal (503)
Hat| (5107

mB_T1_terminator
e b

BST-2K
5096 by

End
125
560
1115
2091
3026

ORF

ORF frame 1
ORF frame 3
ORF frame 2
ORF frame 1

Fpal (04
EcoRI (9267
P=t] (@36
Pl (240
Pacl (3427
Hind 11 (2507
Hpal (994)

mbB_T1_terminator

Sacil (17291
Bell (1132)

Nhel (1138)
Aatll F153)

Nrul (13647
kankz
ORF frame 1

start
1276
3831

3932
4156

End

2091
4427
4753
46589



Priloha €. 10. Mapa vektorov rady pSE100 a pSETetR

EcoRI (5800)
Aatll (5529)
AmpR_promaoter
ORF frame 2
Ampicillin

Asel (5079)

Ndel (38373

pEEX_Z_primer
ROF

Feature Name
MeoR/Aank
pERrevBam_primer
ROF
PGEX_3_primer
Ammpicillin
AmpR_promoter

start
414

1993
3436
3663
694
764

pSE100
5902 bp

End

1202
1879
3647
3641
4834
5736

Clal (24)
Hindlll (299
EcoRY (1573
Nhel (229)
Bell (3807

ORF frame 2

ORF

ORF frame 3
ORF frame 3
ORF frame 2
ORF frame 1
ORF frame 2
ORF frame 2

ORF frame 3
MeoR/KanR
Mol (87 1)

OFRF frame =
BBl (1221)
Hmal (1378
Smal (1378)

Xhal (1602)
ORF frame 2
BamHI (1916)

pBRrevBam_primer

ORF frame 1

start
411

1256
2106
1603
2622
5694

End

1203
720

1486
2817
2164
4834



Priloha ¢. 11. Mapa vektorov rady pGA

ter pip
pUV15s ,./_‘\ PfurA; ,tetO
tetR ter
L5 attP
ter pGA44 AOriM
StrR
ter
msc Do

L5 integraza

pGAS0

> AOriM

KmR
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Priloha €. 12. Mapa vektorov rady pJQ200

HMAL (4921 )
KOV (4921)
ECOZ24| (4856}
BANI (4855}
SPHI (4777}
PAEI (4777} |
VNEI (452 4) A (1)
APALL (4524
ECO311 (4573
DRAJI (44550
ECO47| (435G
BME1S] (435G
AR (4ZECY
gmR
TTHI1 (413

m——

trad
SEPI (914)
BOLII (FE23

ECORW G731}

pJQ200
4922 bp

HINDII 3525

PV (1703

ASPTIS G245 BEPMI (1751}

ECORI @355
"ECO1471 2432}

TTUI 2432}

BALI (2454}

fE
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Priloha ¢. 13. Mapa vektorov rady pPR27

BamHI, Notl, Spel, Xbal

ori E. coli

Ori myco ts
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Priloha ¢. 14. Mapa vektorov rady pLJR965

(8628) EcoRV EcoRI (32)
| : sall (275)
| | / Accl (276)
(| /7 Hindlll (349)
(8030) AsiSI | 7Pl (435)

(7955) Sspl I

(7672 .. 7691) Kan-R

(7687) Nrul
(7628) PaeR7l - PspXl - Xhol .
(7588 .. 7607) pENTR-R —
(7476) Aatll
(7474) Zral
(7465) Bmtl.
(7461) Nhel
(7265) BbvCl _
(7210} Awrll

___— BciVl (638)

_ Ndel

s

(6716) Bsu36l —
(6598} Sphl
(6592) Nael -

(6590) NgoMIV PLJR965
8631 bp

(6230) BamHI —

(5664) Spel —
(5660) Hpal
(5618) Dral

(5066) Pmll ——

(4871) Pacl ————
(4823) Xbal —
(4789) Blpl ~— |
(4775) Notl / ‘

(4771) BstAPI

(4768) Mlul |
(4626) FspAl Ascl [4223)

Shfl (3a24)

- PBR3220ri-F (576 .. 595)

(1221)

_BspDI -cClal (1324)

fil (1443)

——srfl (2014)

~ Ncol (2266)
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