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Evidenéné Cislo uzavretého priestoru s Urovnou ochrany 3

589 0917 - Laboratérium €. 104 (Laboratérium je umiestnené v paviléne CH1, na 2. podlazi, na
Katedre biochémie, v rémci miestnosti CH1-311. Vstup do laboratdria je cez personalnu priepust (101)
a tlakovd komoru-vstup (102). Vystup je cez tlakov komoru-vystup (103) a personalnu priepust (101).

Evidenéné éislo veduicej projektu

Evidencneé &islo: 75/04/19

Meno a priezvisko: doc. RNDr. Vladimira DZugasova, PhD.
Telefén: 02-9014 9302

e-mail: vladimira.dzugasova@uniba.sk

Celkova doba trvania &innosti a datum jej predpokladaného zacatia

Predpokladané zacatie: 1.4.2024
Doba trvania: doba neurdita

Oznadenie prijemcu a parentalneho organizmu, ktori sa maju pouzit

Prijemcom geneticky modifikovaného materidlu sU kmene fudského patogeéna Mycobacterium
tuberculosis, konkrétne M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis CDC1551, M. tuberculosis Erdman,
a M. tuberculosis 18b.

Parentalnymi mikroorganizmami sU okrem uvedenych kmefov aj nepatogénne kmene
Mycobacterium smegmatis a Mycobacterium thermoresistibile. Daldimi darcami génov s meduza
Aequorea Victoria, Streptococcus thermophilus, Tngo3 a R1oo.1 plazmid E. coli, Streptomyces
hygroscopicus. Opis a charakteristika kazdého z tychto kmenov je suéastou prilozenych posudkov
z posudzovania rizika.

Oznadenie pouzitého systému hostitel'— vektor

V projekte budy vyuzivané vektory radov pvV, pMV, pND, pCG, pHAM, pJAM, pST, pGA, pJQ200,
pPR27, pSE, pLIR a ich derivaty. Vietky uvedené vektory sU Standardne vyuZivane, pri€om prevazna
cast znich je dostupna komeréne (zbierka Addgene). Ich opis acharakteristika je sucastou
priloZenych posudkov z posudzovania rizika.

Udaij o zdroji a zamy&lane]j funkcii genetického materialu zahrnutého do genetickej zmeny

Zdrojom genetického materialu s kompletné gendmy parentalnych kmeriov M. tuberculosis H37Rv,
M. tuberculosis CDCi551, M. tuberculosis Erdman, M. tuberculosis 18b, M. smegmatis a M.
thermoresistibile a vybrané gény Aequorea Victoria, Tngo3 a R100.1 plazmidu E. coli, Streptomyces
hygroscopicus a Streptococcus thermophilus. Kompletny zoznam génov kédovanych prisludnymi
gendmami, ako aj predpokladana alebo charakterizovana funkcia tychto génov, sU uvedene
v prilohe, ktora je sUcastou tejto ziadosti.

Projekty prof. Katariny MikuSovej, DrSc. a doc. Jany Kordulakovej, PhD., v ktorych budud vyuzivané
vysledné GMM, sU zamerané na Stddium funkcie génov zdcastfiujucich sa roznych aspektov

metabolizmu  mykobaktérii ana  investigiciu  mechanizmov  pésobenia  Ucinnych

antimykobakteridlnych inhibitorov. V ich laboratériu je testované Siroké spektrum latok s réznymi
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struktUrami, a preto nie je mozné predpovedat, ktoré metabolické drahy su cielené Studovanymi
inhibitormi, ateda nie je mozné z gendémov pouzivanych modelovych mikroorganizmov vyclenit
konkrétne gény a ziadat o ich schvélenie. Definitivny dékaz o mechanizme posobenia studovaného
inhibitora v bunkach prinesie az praca s rekombinantnym cielovym proteinom, a preto je potrebné
mat vopred schvalené vietky gény kddujice potencialne cielové proteiny. Akykolvek iny model prace
vzhladom na pomalt generacnt dobu modelovych mykobakterialnych kmerov (narastenie kolonie
na tuhom médiu trva minimalne 1 mesiac) znemozni Uspesné riesenie projektov stvisiacich s danou
problematikou. Pre riesené projekty je rovnako nevyhnutna moznost pracovat s viacerymi ortoldgmi
génov z réznych parentalnych mykobakterialnych kmenov, nakolko tieto sa mozu lisit napr. na Urovni
stability produkcie prislusnych proteinov, ateda v réznych experimentoch je potrebné volit rozne
kombinacie prijemcu a parentaneho mykobakterialneho kmena.

Udaje o identite a charakteristikach geneticky modifikovaného organizmu

Vysledné GMM suU zaradené do rovnakej rizikovej triedy (RT3) ako hostitelské mikroorganizmy M.
tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis CDCa551, M. tuberculosis Erdman a M. tuberculosis 18b. Praca
s nimi bude uskutodnena v uzavretom priestore s tretou Uroviou ochrany (ev. &. 589 0917), ktory
splfia vietky poZiadavky pre Specifika tejto prace.

Udaj o planovanych objemoch kultir organizmov, ktoré sa maju pouzit

Objem jednotlivych kultdr pocas experimentov nepresiahne radovo desiatky mililitrov. Objem
jednotlivych zasobnych konzerv, ktoré su uskladnené v -80°C mraziacom boxe, je Standardne
maximalne dva mililitre.

Opis ochrannych opatreni, ktoré sa maju pouzit, vratane udajov o odpadovom hospodarstve
a o nakladani s odpadmi

Planovana cinnost bude prebiehat vylu¢ne v zariadeni ¢. 589 0g17. Do samotného laboratdria €. 104

sa vstupuje cez styri bariéry:

1. Zamknuté dvere do miestnosti Ch1i-311, v ktorej je laboratérium umiestnené azaroven je tu
situované aj technické zazemie tohto laboratéria. Z neho sa vstupuje do personalnej priepusti ¢.
101.

2. Zamknuté dvere do personalnej priepusti ¢. 101, z ktorej sa vstupuje do tlakovej komory €. 102. (Tu
suumiestnené ajdvere, ktorymi sa vystupuje cez komoru ¢. 103, ale aj tento set dveri je uzamknuty).

3. Zamknuté dvere do tlakovej komory ¢. 102, z ktorej sa vstupuje do priestorov laboratoria ¢. 104.

4. Zamknuté dvere do priestorov laboratéria €. 104.

Tento uzavrety priestor, ktorého schvalenie pre pouzivanie na pracu s GMO RT3 nadobudlo
platnost 25.10.2017, umoznuje dodrziavat zasady spravnej mikrobiologickej praxe avykonavat
ochranné opatrenia vyplyvajice zo zaradenia do rizikovej triedy 3. Tieto zahffiaju: izolaciu samotného
laboratdria od okolitého prostredia, pricom miestnost je hermeticky uzatvoritelna na dezinfekciu
plynom, lahko umyvatelné povrchy odolné vode, kyselindm, zasadam, rozpustadlam, dezinfekénym
latkam a dekontaminacnym ¢inidlam, vchod do laboratéria cez dekontaminaéni miestnost, nizsi tlak
umerny tlaku okolitého prostredia, HEPA filtrovany vzduch odsavany z laboratéria, laminarny box,
prekladovy autoklav na inaktivaciu GM mikroorganizmov v kontaminovanom materiali a odpade,
umyvadlo so zabudovanym autoklavom zabezpelujicim inaktivaciu odpadu, zdkaz vstupu
nepovolanym osobam, oznacenie bionebezpecenstva na dverach, ochranny odev, rukavice, navleky,
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rugku, kontrolu vektorov (hlodavcov a hmyzu) a okna umoziujice monitorovanie pritomnych
vlaboratériu. Vzorky budl centrifugované pomocou rotorov so  Specidlnymikyvetami
s bezpednostnym vrchnakom, pri¢om kyvety budu po centrifugécii otvarané v laminarnom boxe.

Prenosu patogenov do VonkaJSIeho prostredia brani jednak Struktira vybudovaného
laboratéria, ako aj organizacia prace v iom. Pracovnici budy pracovat v ochrannych odevoch, ktoré
pozostavaju z:

1. Dezinfikovatelnej obuvi urCenej pre tieto priestory, na ktory budy edte pouzivat Jednorazove
navleky, ktoré budd po ukonéeni prace odhodené do uzatvératelného sacku, ktory je umiestneny
vko¥i vo vystupe zlaboratéria vtlakovej komore 103. Obuv bude po pouziti uloZena
v personalnej priepusti ¢. 101 a pravidelne dezinfikovana.

2. Jednorazového pracovného plasta, ktory bude po pouZiti odhodeny do odpadu rovnako ako

v bode 1.

. RUsky na Usta, ktora bude po pouZiti odhodena do odpadu rovnako ako v bode 1.
. Pokryvky hlavy, ktora bude po pouzitl odhodena do odpadu rovnako ako v bode 1.

5. Rukavic, pncom pracovmo budd pocas pohybu v laboratériu €. 104 nosit jeden par rukavic, na
ktory si potas prace so vzorkami navlecd druhy par $tandardnych rukavic, ako aj ochranné
navleky na rukdvy. Vrchné rukavice alebo rukavové navleky si po ukonceni prace vyzlecu v
aktivnom laminarnom boxe, pri¢om tento odpad bude inaktivovany autoklavovanim. Spodneé
rukavice si pracovnici vyzle€l po opusteni laboratéria a odhodia ich do uzatvaratelného sacku
v tlakovej komore 103.

Odpad v tlakovej komore 103 bude na mesacnej, resp. podla potreby na tyzdnovej baze
zneskodneny autoklavovanim.

Vietci pracovnici sU o rizikach ich prace poucenl a maju platné o¢kovanie proti tuberkuloze.

Prirodovedeckd fakulta UK v Bratislave ma na zdklade rozhodnutia ¢. OU-BA-OSZPs3-
2021/078741-002/CEM/IV zo dna 11.5.2021 udeleny sUhlas na zhromazdovanie nebezpelnych
odpadov do doby prevzatia organizaciou opravnenou nakladat's nimi (képia rozhodnutia je prilohou
tejto ziadosti).

B~ W

Uéel pouZitia genetickych technoldgii vratane oéakavanych vysledkov

Ide o zékladny vedecky vyskum, ktorého vysledky nemoZno vopred vymenovat, ale nie je vylucene
e v budUcnosti mézu niektore najst uplatnenie v medmmskej alebo biotechnologickej praxi. Pri praci
sy ¢tandardne vyuzivané klonovanie afunkéna analyza génov. Vysledné GMM budu uskladnené
v mraziacom boxe lokalizovanom v uzavretom priestore 589 0917 alebo po inaktivacii (chemicky
alebo tepelne pomocou publikovanych avalidovanych protokolov) analyzované Standardnymi
technikami.

Udaje o prevencii havérie a o havarijnom plane vratane Udajov o nebezpecenstvach
vyplyvajicich z umiestnenia zariadenia

Pracovnici sU povinni dodrziavat ochranné opatrenia azaklady spravnej mikrobiologicke] praxe
vyplyvajice zpiatnEJ legislativy na Useku GMO, prevadzkovy poriadok zariadenia, zasady
bezpeénosti prace a protipoZiarnej ochrany vinfekénom prostredi a pravidelne sa z0lastnuju
prisludnych $koleni. Havarijny plan vypracovany pre uvedeny uzavrety priestor zatriedeny do RT3 je
uvedeny v prilohe, ktora je sicastou tejto Ziadosti.
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Opis preventivnych opatreni, najmi bezpeénostného vybavenia zariadenia, poplachového
systému a metod kontroly

Préca s GMM sa bude vykonavat v uzavretom priestore, ktory je montovanymi panelmiizolovany od
ostatnych priestorov, pricom spoje sU utesnené silikénovym tmelom. V jednotlivych vstupnych
a vystupnych priestoroch, ako ajv samotnom laboratériu je udrziavany minimalny podtlak 10 -15 Pa,
tlakovy spad v laboratériu je kontrolovany ,pretlakomermi* umiestnenymi v paneloch na hraniciach
zon. Tlakova komora vo vystupe z laboratoéria je vybavena umyvadlom a zariadenim na dezinfekciu
rok, toto umyvadlo ma vodtoku zabudovany autokldv na sterilizéciu odpadu. Vstup avystup
z priestoru sU zabezpedené cez ,signalizéciu sU¢asne otvorenych dveri®, ktord je snimana optickym
snimadom umiestnenym v zarubniach dveri. V pripade sic¢asného otvorenia viacerych dveri jednej,
alebo oboch personalnych priepusti sa zapne akusticka a vizudlna signalizacia. Privod vzduchu do
jednotlivych miestnosti je cez &isté nastavce bez filtraénych vloziek. Odvod vzduchu z laboratoria je
rieeny cez Cisté nastavce, v ktorych s umiestnené HEPA filtre triedy Hig, vratane predfiltrov, ktoré
sU umiestnené pri podlahe.

V pripade vypadku elektriny laboratérium disponuje zaloznym zdrojom, ktory umoZiuje pracu
v laminarnom boxe nasledujicich minimélne 15 minUt po vypadku, ¢o je dostatocne dihy Cas na
ukondenie prace a vycistenie pracovného priestoru v boxe.

V pripade moznej kontaminacie bude odobrata vzorka kontaminovaného materialy, izolovana
DNA a prislusné sekvencie budy detegované pomocou PCR pouzitim $pecifickych primerov.

Opis postupov a planov overovania stélej ¢&innosti ochrannych opatreni

Uzavrety priestor €. 589 0917 je konStantne riadeny a monitorovany mikroprocesorovym riadiacim
systémom, ktory hlasi normalny, ako aj poruchovy stav zariadenia (vizulne svetelnym hlasicom, ako
aj definovanim charakteru poruchy) a sleduje a hlasi prekrocenie nastavenych hodnét tlakovych strat
filtrov klimajednotiek a referenéného HEPA filtra. Na zaklade tejto kontroly budu jednotlivé filtre
menené podla potreby.

Funkénost lamindrneho boxu a prekladového autokldvu budd pravidelne kontrolované
kvalifikovanymi servisnymi pracovnikmi.

Miesto ulozenia dokumentacie

GMO dokumentécia je uloZzend u veducej projektov (B2-220) a na Katedre biochemie (CH1-214).

Prilohy Ziadosti:
1. Posudky z posudzovania rizika ¢innosti svisiacich s GMO RT3, ktoré sa budu vykonavat
v danom priestore. Hodnotenia génov. Zoznam ohlasovanych génov.

2. Stanovisko veddcej projektu.
3. Havarijny plan.
4. Rozhodnutie o udeleni suhlasu na zhromazdovanie nebezpelnych odpadov.
5. Plnomocenstvo pre dekana PriF od rektora UK na jeho zastupovgnie vo veciach zakona ¢.
151/2002 Z. Z.
prof. RNDr. Peter Fedor, DrSc.
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