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Ministerstvo Zivotniho prostredi

/l
Praha dne 6. zari 2024
C. j.: MZP/2024/750/3315
Sp. zn.: ZN/MZP/2024/750/165

ROZHODNUTI

Ministerstvo zivotniho prostfedi jako spravni Ufad pfislusny podle § 5 zakona
¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve zn&ni pozdé&jsich predpisd, (dale jen ,zdkon“) a § 10 zakona
¢. 500/2004 Sb., spravni rad, ve znéni pozdé&jsich predpisd,

rozhodlo

podle § 5 odst. 9 z&dkona ve véci zadosti Ustavu organické chemie a biochemie AV CR,
V. V. i., se sidlem Flemingovo ndmésti 542/2, 160 00 Praha 6, IC: 61388963, tykajici se
uzavieného nakladani ve treti kategorii rizika s geneticky modifikovanymi kmeny viru
HIV a geneticky modifikovanymi bunécnymi liniemi 293T/17, 293AAV a HepG2-NTCP na
pracovisti Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i., takto:

Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.,

se sidlem Flemingovo nameésti 542/2, 160 00 Praha 6

se udéluje povoleni
k uzavienému nakladani s geneticky modifikovanymi organismy

ve III. kategorii rizika

NaleZitosti povoleni podle § 18 odst. 6 zédkona:

Opravnéna osoba

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i., Flemingovo ndmésti 542/2, 160 00
Praha 6, IC: 61388963

Elektronicky podpis

Alexandra Skopcova
Ministerstvo Zivotniho prostredi
06.09.2024 14:40

Ministerstvo Zivotniho prostfedi, VrSovicka 65, 100 10 Praha 10, (+420) 26712-1111, www.mzp.cz, info@mzp.cz



Ministerstvo Zivotniho prostredi

Specifikace geneticky modifikovaného organismu

- GM bunécna linie 293AAV produkujici virové partikule adeno-asociovaného viru (AAV),
které ve svém genomu budou obsahovat genetickou informaci kodujici nasobek genomu
viru hepatitidy B (HBV). Transdukci bunéc¢né linie HepG2-NTCP dojde k produktivni
infekci HBV.

- GM bunécna linie 293T produkujici virové partikule HIV, které maji stejné mutace, které
byly zjistény pfi in vitro selekci pro ziskani rezistence k pfislusné latce. Vznikly HIV mize
mit mutace v jakémkoliv genu gag, pol nebo env.

Specifikace genetické modifikace

- GM buné&&na linie 293AAV bude vznikat trojitou transfekci plasmidd, lipofekci, kalcium
fosfatovou transfekci, elektroporaci nebo transfekci s vyuzitim polyethyleniminu (PEI).
V pripadé bunécné linie HepG2-NTCP bude s vyuzitim AAV virovych partikuli do bunék
transdukovan genom HBV.

- GM bunécna linie 293T bude vznikat transfekci plasmidu pNL4-3. Vytipované mutace
HIV viru se zavadi do tohoto plasmidu bud’ ligaci ¢asti HIV viru, kde se mutace nachazeji
nebo pomoci cilené mutageneze.

Darcovské organismy

- Geny pHelper, Rep a Cap geny pochazi z adenoviru (Adenoviridae) (pHelper) a adeno-
asociovaného viru (Parvoviridae) (Rep a Cap). Zminéné geny jsou soucasti komercéné
dostupného expresniho systému AAV-DJ Helper Free Expression System (Cell Biolabs),
ktery obsahuje jiz pFipravené plasmidy. Adenoviry (Adenoviridae) jsou rozsahlou
skupinou virl, které nejcast&ji zplsobuji onemocnéni respiraéniho traktu ¢lovéka,
pripadné jsou spojovany i s respiracnim ¢i jaternim onemocnénim zvirat. Virus hepatitidy
B (Hepadnaviridae, Orthohepadnavirus) je plvodcem onemocnéni ¢lovéka hepatitidy
typu B. Nasobek HBV genomu byl ziskan z komercné dostupného (Cat. No. 51294,
Addgene) nebo darovaného plasmidu.

- Virus lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus, HIV) je RNA virus
z Celedi Retroviridae. Jedna se o laboratorni kmeny viru a laboratorni kmeny po in vitro
selekci pro ziskani HIV rezistentniho viru ke zkoumanym inhibitordm. HIV ma &kodlivé
ucinky na zdravi lidi. Sekvence pouzité pfi genetickych modifikaci udili vzniklému GMO
HIV ~ srovnatelnou nakazlivost, infekCnost a virulenci jako u klinickych
a laboratornich kment. Vznikly HIV muZe byt rezistentni vd¢& jednomu i vice
antiretroviralnim 1ékdm. HIV je lidskym patogenem, obsahuje dvé kopie genomové RNA,
coz ma za nasledek cCasty vyskyt rekombinace.
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PFijemce

- Prijemci jsou komeréné dostupné bunécné linie 293AAV a HepG2-NTCP. Primarni
bunécna linie HEK293 byla imortalizovana s vyuzitim virové DNA z lidského adenoviru 5,
jehoz ¢ast (1-4344 nt) byla integrovana do chromozomu 19. Cilenou selekci parentalni
linie  HEK293 byla odvozena linie 293AAV, ktera ma idedlni vlastnosti potfebné
pro produkci AAV virovych vektorl (vétsi buné&nd plocha zajistujici G¢inn&jsi transfekci
a produkci AAV, Ci zvySend schopnost adheze). Parentdlni bunécna linie HepG2 byla
odvozena z jaterni tkané pacienta s rozvinutym hepatoceluldrnim karcinomem.
Za UcCelem studia viru hepatitidy B, ktery pro vstup do bunék vyuzivd NTCP (Na+-
taurocholatovy ko-transportni polypeptid) byla parentalni bunécna linie HepG2 stabilné
transfekovana plazmidem nesoucim gen pro jeho tvorbu, jelikoz se u ni pfirozené
nevyskytuje.

- Pfijemci jsou komercéné dostupné bunécné linie 293T/17, coz jsou epitelidlni bunky
lidské embryonalni ledvinové tkané, do kterych byl vnesen gen pro velky T antigen
opi¢iho viru SV40 a klon 17 byl vybran pro svoji vysokou transfektabilitu. Originalni 293
byly pripraveny transfekci normalnich lidskych embryonalnich ledvinovych bunék
nastrihanou DNA adenoviru 5.

Udaje o insertu

- Geny obsazené v pHelper, Rep a Cap geny jsou nezbytné pro spravnou produkci
partikuli virového vektoru. GFP a 1,2ndsobek genomu HBV jsou vnaseny za ucelem
vytvoreni virovych vektord s jejich obsahem (plasmidy) ¢&i jejich transdukce do cilovych
bunék (AAV). V piipadé transdukce buné&&nych linii s vyuzitim virovych vektort jsou dané
inzerty (1,2ndsobek genomu HBV) vnadeny za Géelem exprese GFP a virovych proteind.

- Matrixovy protein se Ucastni skladani virionu, kapsidovy protein tvofi jadro virionu,
proteasa Stépi polyproteiny Gag a Gag-Pol na funkéni proteiny, reversni transkriptasa
prepisuje RNA do DNA a integrasa katalyzuje integraci provirové DNA do hostitelského
genomu.

Vysledky hodnoceni rizika

- GM bunécna linie 293AAV
Transfekci plasmidd do buné&né linie 293AAV dojde k vytvoreni geneticky modifikované

bunécné linie produkujici AAV virové vektory, které v ramci svého genomu ponesou
informaci kodujici 1,2ndsobek genomu HBV. VSeobecné jsou AAV virové vektory
replikacné defektni, tedy neobsahuji geny potfebné k replikaci/produkci novych virovych
¢astic. Pouze v pripadé trojité koinfekce s jinym adeno-asociovanym virem a pomocnym
virem (napf. adenovirus, bakulovirus) by mohlo dojit k produktivni infekci a tvorbé
virovych castic. Pravdépodobnost, Ze tento stav nastane, je velice nizka. V pripadé
rizikové expozice AAV VV muize dojit k transdukci bun&k necilového ptijemce, tudiz
v pfipad& AAV VV nesoucich 1,2ndsobek genomu HBV muUZe perzistence daného inzertu
v hostitelskych bunkach vést k rozvoji chronické hepatitidy B. Vzhledem k moznym
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zplsoblm prenosu HBV a jeho Gzké tkafové specifité je za danych podminek toto riziko
spojeno primarné s traumatickym pfenosem (fezna rana, poranéni injek¢ni jehlou).

Geny E2A, E4 a VA RNA, které jsou sou¢asti plasmidu pHelper, pochazi z adenoviru
(Adenoviridae). Geny Rep a Cap jsou pavodem z adeno-asociovaného viru (Parvoviridae).
Zminéné geny jsou soucasti komeréné dostupného expresniho systému AAV-D] Helper

Free Expression System (Cell Biolabs), ktery obsahuje ji z p ¢ ipravené plasmidy.
K manipulaci s hostitelskymi organismy tudiz nedochazi.

Adenoviry (Adenoviridae) jsou rozsahlou skupinou vir (i, které nej¢ ast éji zp @ sobuji
onemocnéni respira¢niho traktu ¢lovéka, pripadné jsou spojovany i s respira¢nim ¢i
jaternim onemocnénim zvitat. Vzhledem k tomu, 7e v tomto pripadé je vyuzivano pouze
nékolik adenovirovych gena, riziko vzniku funké¢nich virovych ¢astic, a tudiz i potencialni
infekce, je vysoce nepravdépodobné. Infekce adenoasociovanymi viry neni v souc¢asné
dobé spojovana s zadnym onemocnéni, jsou tedy povaiovany za nepatogenni.

Kotransfekci 1,2nasobku genomu HBV (Hepadnaviridae, Orthohepadnavirus) spole¢n é
s vy$e zminénymi vektorovymi plasmidy dojde k produkci AAV VV, které budou ve svém
genomu obsahovat pravé nasobek genomu HBV. Tyto ¢astice predstavuji zvysené riziko
infekce a rozvoji akutni ¢i chronické hepatitidy typu B.

- GM bunéc¢na linie HepG2-NTCP

Za UucCelem ovéreni Uspésné produkce AAV budou purifikované Ccastice pouzity
k transdukci bunécné linie HepG2-NTCP. Vysledkem bude geneticky modifikovana
bunécna linie, ve kterych bude dochazet k expresi genomu HBV. Vzhledem k tomu, ze
dojde k produktivni infekci a produkci virovych Castic, jsou zde rizika pfenosu obdobna
jako u linie 293AAV.

Za Uclelem studia viru hepatitidy B, ktery pro vstup do bunék vyuzivd NTCP (Na+-
taurocholatovy ko-transportni polypeptid) byla parentalni bunéc¢na linie HepG2 stabilné
transfekovana plazmidem nesoucim gen pro jeho tvorbu, jelikoZz se u ni pfirozené
nevyskytuje. NTCP se ptirozené vyskytuje na povrchu hepatocytl, tudiz z hlediska GMO
nepredstavuje zvysSené riziko. Transdukci 1,2ndsobku genomu viru HBV dojde
k produktivni infekci v cilové bunécné linii HepG2-NTCP, tedy produkci infekcnich
virovych partikuli HBV. Je zde tedy zvySené riziko potencialni infekce a rozvoje akutni Ci
chronické hepatitidy typu B.

- GM virus HIV

Prijemcem, do né&jz se genetickou modifikaci na Urovni provirové DNA vnasi jiny dédicny
materidl, je laboratorni kmen lidského retroviru HIV. Po vneseni dédi¢ného materidlu
pochézejiciho z klinickych izoldtd HIV nebo z arteficidlnich sekvenci spojenych
s nékterymi resistencemi k inhibitorim retrovirové replikace bude u GM HIV s vysokou
pravdépodobnosti zachovén zakladni rizikovy faktor, infektivita. Skodlivé G¢inky na zdravi
lidi v uzavifeném nakladéni mohou tedy obecné nastat po infekci laboratornich pracovnik
GM virem HIV produkovanym eukaryotnimi bufkami a akumulovanym v médiu bunécné

4/13

Ministerstvo Zivotniho prostfedi, VrSovicka 65, 100 10 Praha 10, (+420) 26712-1111, www.mzp.cz, info@mzp.cz



Ministerstvo Zivotniho prostredi

kultury; pod projevy infekce spadaji viremie, serokonverze a rozvoj vysoce zavazného
onemocnéni AIDS.

V odborné literatufre se uvadi jako nejcCastéjsi cesta infekce (80%) zranéni injekcni
jehlou. Jiné relevantni expozice krvi, télnim tekutinam a zrfejmé i médiim tkanovych
kultur zahrnuji dal$i zranéni, oteviend poranéni a kontaminace kdZe a sliznic. Riziko
expozice predstavuji i potfisn&né laboratorni plasty, pom{cky, pfistroje a podobné. Podil
infekci pochazejicich z expozici je odbornou literaturou uveden jako 0,3 % (tfi pripady
z tisice), ale jeho stanoveni je problematické. Rovnéz problematické je stanoveni rizika
serokonverze v zavislosti na koncentraci a kmeni HIV.

Omezeni moznosti profylaxe nebo lé¢by pfi infekci rekombinantnim HIV se nejevi jako
vy$3i ve srovnani s infekci pochézejici z krve nebo télnich tekutin Ié¢enych pacientd, kde
je také pravd&podobna ptitomnost slozek HIV rezistentnich k inhibitordim/Iékdm
(a podobné i nelé¢enych pacientl infikovanych pfimo rezistentnimi variantami viru).

Z hodnoceni shora a dalSiho (podle §5, odst. 4 vyhlasky) vyplyva, Ze pravdépodobnost
infekce rekombinantnim HIV je pfi predmétném nakladani nizka, ale ze mozny Skodlivy
ucinek, rozvoj onemocnéni AIDS, je vysoce zavazny, protoze lécba AIDS vede zpravidla
jen k potlaceni nemoci, a ne k Uplnému vyléceni. K nizké pravdépodobnosti infekce
prispivd i prevazny zplsob nakladdani, sméfujici hlavné k charakterizaci genomu
rekombinantniho HIV a jeho jednotlivych proteinovych slozek, coz jsou cinnosti
molekularniho klonovani a proteinové biochemie, v jejichZz prvnich krocich je infekcni
virus rozlozen a inaktivovan.

- Bunécna linie 293T/17

Ptijemce, buné&ena linie 293T/17 je odvozena od linie 293T (293tsA1609neo0). Obecn¢ se
rizika linii zvitecich a lidskych buné&k tykaji jak jejich inheretnich vlastnosti, tak jejich
mozné kontaminace patogeny.

Darcovskym organismem jsou klinické izolaty lidského retroviru HIV, pouzité bud fyzicky
ve formé fragmentia z reverznich transkriptia retrovirové genomové RNA anebo jen jako
sekven¢ni voditko pro konstrukty s vnesenymi pitislusnymi bodovymi mutacemi nebo
jejich kratkymi souvislymi Useky. D&diény materidl rekombinantniho HIV bude do bungk
linie 293T/17 vnd § en transfekci plasmidu. Rekombinantni HIV zaklddd mo Z nosti
$kodlivych G¢inkt@ na zdravi laboratornich pracovniké v disledk@ expozice k ngmu
a nasledujici infekce, jejimiz disledky jsou popsany vyse.

Planované uzaviené nakladani zahrne pouze zajisténi exprese a akumulace GM HIV
v kultivacnim médiu bunék linie 293T, transfekovanych rekombinantni provirovou DNA, a
zpracovani téchto supernatantl, zejména s cilem charakterizovat genom a jednotlivé
proteinové slozky exprimovaného rekombinantniho HIV a popfipadé stanovovat titry
pasazovaného rekombinantniho HIV. Uzaviené naklddani nepfedpokladd Zzadné
nestandardni ¢innosti a takovéto Cinnosti Provozni fad neumoznuje.

Vysledkem hodnoceni rizika u vSech vysSe zminénych GMO je zarazeni do kategorie rizika
III.
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Podminky nakladani

Nakladdat s vy$e uvedenymi geneticky modifikovanymi organismy lze jen zplsobem
popsanym v zadosti ¢.j. MZP/2024/750/2013 doru¢ené na MZP dne 29. kvétna 2024,
pfi dodrzovani vsech uvedenych podminek, zejména:

Na pracovisti bude nakladano s virem lidské imunodeficience (HIV) a virem
hepatitidy B. Vzhledem k vyzkumnému charakteru prace budou kultivovana
laboratorni mnozstvi GMO, tj. maximalné 200 ml/den;

vstup do prostor Urovné technického zabezpeceni 3 (v praxi oznacované BSL3, dale
jen ,BSL3") je umoznén pouze pro povolané zameéstnance, ktefi splnili vSechny
nalezitosti a byli Fadné proskoleni;

prace s infekénim materidlem probihd v biohazardovych boxech, které maji odtah
pires HEPA filtr mimo laboratof. VSechny prostory v BSL3 laboratofi Ize desinfikovat
parami peroxidu vodiku nebo oxidem chloricitym;

prace probiha pouze s ventilatorem zapnutym v pracovnim reZzimu, posuvnym oknem
v pracovni pozici, a pouze nesviti-li zadny alarm. Nutno se ujistit, Ze nesviti alarmova
hlaska ADJ-0.0% (uzaviené odtahové klapky). Pfipustnd hodnota je mezi 99%-
100%;

vSechen materidl vkladany do biohazard boxu musi byt dezinfikovan 70%
izopropylalkoholem. Do boxu miZe byt vloZen pouze materidl nezbytn& nutny
pro danou praci;

pfi praci je nutné dodrzovat radné aseptické postupy;

zadny znamy nebezpecny material nesmi byt vioZzen do ¢erveného odpadového koSe
mimo biohazard box. Tyto odpadové kosSe jsou pro pevny odpad, ktery nebyl uvnitf¥
biohazard boxu a pro vétsi predméty (kultivacni lahve, 50mL zkumavky), které byly
predtim desinfikovany pfripravkem SAVO;

po skonceni prace je nutné nechat v boxu pustény ventilator na 2 az 3 minuty, aby se
odstranily kontaminanty z pracovni plochy;

po skonceni prace otfit vnitfek pracovni plochy 70% isopropylakoholem nebo jinym
dekontaminac¢nim pripravkem dle navodu vyrobce a nechte oschnout;

vstupni dvefe do BSL3 prostoru jsou oznaceny napisem Biologické nebezpedi;

laboratof je uzaviena a vstup je pouze na naprogramované karty. U dvefi vSech
propusti je indikace monitorujici, zda je mozno vejit dovniti (zelena dovoluje vstup,
Cervena zakazuje vstup). U dvefi vstupni propusti je jednak signalni svétlo ukazujici
stav vzduchotechniky (zelend = vzduchotechnika v provozu, dcervena =
vzduchotechnika mimo provoz), tlakomér magnehelic ukazujici okamzitou hodnotu
rozdilu tlaku mezi vstupni propusti a okolim. Stejny tlakomér magnehelic je umistén
také ve vstupni propusti, kde monitoruje rozdil tlaki mezi BSL3 chodbou a okolim. Je
nastaven zvukovy alarm pfi sou¢asném otevreni dvou dvefi;
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vSichni zaméstnanci v BSL3 laboratofi jsou povinni nosit sanitarni obuv s pevnou
Spickou s jednorazovym naviekem, celkovy overal, dvojité rukavice (spodni klasické
rukavice a vrchni prodlouzené zpevnéné rukavice) a nahlavni dil
s mobilnim ventildtorem vybavenym HEPA filtrem. VSechny osobni ochranné pracovni
prostiedky (OOPP) jsou kontrolovany pied, v prib&hu a po skonéeni prace. V piipadé
podkozeni nebo kontaminace ndvlekd, overalu, rukavic jsou okamzité vyhozeny do
odpadu, v pripadé kontaminace filtroventilaéni jednotky je tato desinfikovana
prislusnym cinidlem (SAVO, 70% isopropylalkohol, Sterillium Virugard). Po skonceni
prace jsou vicerdzové prostfedky dekontaminovany prislusnym cinidlem a
jednorazové prostiedky jsou vhozeny do biohazard pytld
a odstranovany v prokladacim autokldvu. Toto pracovni obleCeni nesmi opustit
prostor, pro ktery je vyhrazeno;

v kazdé laboratofi jsou desinfekcni prostfedky isopropylalkohol, Sterillium Virugard a
SAVO pro dekontaminace;

ve vystupni propusti je sprcha pro celkovou ocistu. Laboratofe jsou vybaveny snadno
Cistitelnymi povrchy. Veskeré odpady jsou autokldvovany. Laboratofr ma vlastni
vybaveni, které se nepfesouva mimo tento prostor;

myti nadobi a pomlcek pro opakované pouZiti probihd ve vylevkach v laboratofich
C1.07 a C1.08;

prokladaci sterilizdtor je umistén v prostoru BSL3. Omezeni vyskytu nezadouciho
hmyzu a hlodavcd je realizovdno jednak dobrym t&snénim vsech dvefi a oken
a jednak pravidelnou dezinfekci a deratizaci v celé budové. Ve vstupni propusti je
instalovan lapa¢ hmyzu Flytrap firmy P+L Systems Ltd;

vSichni zaméstnanci musi byt seznameni s provoznim radem;
kazdy zaméstnanec odpovida za dodrzovani bezpecnostnich smérnic pfi vlastni praci;

zaméstnanec ma za povinnost hlasit vedoucimu jakoukoliv zalezitost, ktera se mu jevi
nebezpecnou;

zaméstnanci odchazeji z BSL3 laboratofi skrze dvé vystupni propusti. V prvni propusti
zaméstnanci odstranfuji svrchni par rukavic a dekontaminuji filtracné ventilacni
jednotku a vicerazové OOPP prislusnym dekontaminaénim dcinidlem dle charakteru
prace. Pri viditeIné kontaminaci (protrzeni, natrzeni ¢i jinému poskozeni) jsou OOPP
odstranény do odpadu a sterilizovany. Vyzaduje-li to charakter prace, zaméstnanec
se osprchuje. Po praci v laboratofi je nutné si vzdy omyt ruce teplou vodou a
mydlem. Vrchni ochranné pomicky (sanitdrni obuv, rukavice, overal, nahlavni dil)
nikdy neopoustéji prostor a jsou dekontaminovany v autoklavu. Spodni laboratorni
odév je pran jedenkrat za tyden specializovanou firmou;

. o v ’ . z .0 V. v ’
postup sanitace prostoru a zarizeni a postup dekontaminace nastroju pri ukonceni
pracovni ¢innosti se Fridi podle charakteru ¢innosti a urcuje je vedouci tymu;

v BSL3 laboratofi se nesmi jist, pit, koufit, Zvykat, aplikovat kontaktni ¢ocky, nanaset
make-up a pouzivat mobilni telefony. Zaméstnanci nesmi nosit do BSL3 prostoru
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osobni véci (napf. hodinky, penézenky, a Sperky, které by mohli poskodit rukavice
nebo jiné ochranné pomicky). Do BSL3 laboratofe je mozno chodit
v dioptrickych brylich, které se v8ak musi bez problém{ vejit pod nahlavni dil
respiratoru;

veskery pevny odpad odchazejici z BSL3 musi byt autoklavovan. Do autoklavu se
nesmi vkladat hoflaviny a latky uvolnujici chlor;

tydné se provadi uklid vSech prostor BSL3 laboratofe na vihko pomoci mopu
s pfislusSnym dezinfekénim cinidlem podle vyrobcem doporuc¢enych koncentraci
a uklid pracovnich stold, povrch( nabytku a ptistrojQ;

kontroly prostoru, zafizeni a ochrannych opatfeni se provadéji podle typu vybaveni a
ridi se dle provozniho fadu jednotlivého zafizeni. Za kontroly technického zafizeni je
zodpovédny vedouci udrzby, o kazdé kontrole je veden zapis;

kontrolu funk&nosti biohazard box( provadi jednou roéné firma, kterd je dodala
a odpovédny za provedeni této kontroly je vedouci BSL3 laboratore;

kontroly vyskytu GMO bude provadét laborantka nebo osoba uréenad vedoucim BSL3
laboratofe 4x ro¢né a vzdy v pfipadé nehody. Zapis o prib&hu jakékoli kontroly a jeji
vysledek je zaznamenan do provozniho deniku BSL3 laboratore;

pracovnici Udrzby jsou povinni pfi udrzbarskych pracich v prostorach pro praci s GMO
dodrzovat pravidla provozniho Fadu a pouzivat ochranné odévy pro praci
v GMO laboratofi. Jsou povinni dbat pokynl vedouciho BSL3 laboratofe nebo jim
povéreného pracovnika, v jejichz prostordch uUdrzbu provadéji. Musi byt vzdy
doprovazeny pracovnikem proskolenym pro praci s GMO;

v BSL3 je sada zakladnich naradi, ktera je zde trvale umisténa. Ostatni naradi, které
je nezbytné k opravé a nemiZe zde zlstat, je pred opusténim BSL3 laboratofe
desinfikovano bud’ v prokladaci komofe peroxidem vodiku, nebo jinym vhodnym
desinfekénim prostfedkem. Veskery material, odpady, soucastky pouzité pfi servisu
jsou dekontaminovany bud v prokladacim autoklavu, nebo materidlové komore
peroxidem vodiku. V pfipadé, Ze se jednd o predmét, ktery se nevejde
do autokldvu nebo materidlové komory, nebo z bezpeénostnich divodi nemize byt
autoklavovan, se provede jeho dekontaminace v BSL3 chodbé fumigaci peroxidem
vodiku nebo oxidem chloricitym;

odpady pevného charakteru z BSL3 laboratofe véetn& HEPA filtrl jsou autokladvovany
a po zataveni do polyetylenovych pytld odstrafiovény jako odpad kat. & 18 01 03
(Odpady, na jejichz sbér a odstranovani jsou kladeny zvlastni pozadavky s ohledem
na prevenci infekce), dle zakona o odpadech ¢.541/2020 Sb., provadéci vyhlasky MZP
CR & 273/2021 Sb. a provadéci vyhlasky ¢&. 8/2021 Sb., specializovanou firmou
Recovera Vyuziti zdroju a.s.

odpadni vody z BSL3 laboratofe jsou odstranovany zafizenim dekontaminacni stanice
DS3, které pracuje na principu chemické dekontaminace. Tekuté odpady
a media, kterd prikazné obsahuji infekéni material, jsou pred sterilizaci inaktivovany
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dezinfek¢nimi cinidly (SAVO nebo isopropylalkohol). PFfi pouZivanych metodach
nakladani s GMO zadné nebezpecné plynné zplodiny nevznikaji;

- do prostor labortofe je zakazano prinaset jehly a skalpely. Sklenéné predméty musi
byt nahrazeny plastikovymi kdykoliv je to mozné;

- ke kazdé kontrole technického zafizeni BSL3 je veden zapis, ktery je uchovavan
u vedouciho udrzby. Evidence kontrol vyskytu GMO, oprav vnitfniho vybaveni BSL3,
validaci biohazard box{, provadénych sanitaci a dal$ich zaleZitosti tykajicich se chodu
BSL3 jsou vedeny v provoznim deniku. Ke kazdému nakladnému investi¢nimu
pristroji patfi zaznamnik, do kterého se zapisuje vyuziti pfistroje, provadéna sanitace
a kontroly zabezpecovacich prvky;

- zamyslena preprava GMO bude probihat vyhradné mezi laboratoremi UOCHB AV CR,
v.v.i., Flemingovo ndmésti 542/2, Praha 6, 160 00 a BIOCEVu, Ceského centra pro
fenogenomiku, Prdmyslova 595, 252 50, Vestec, které maji povoleni k uzavienému
nakladani ve treti kategorii rizika. PFi pfepravé povolenych GMO bude vozidlo vyuzito
k jednorazovému transportu praveé jen téchto GMO;

- preprava bude realizovdna podle platnych pravnich norem pro transport GMO
materiadlu, tj. zakona 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi
organismy a genetickymi produkty, ve znéni pozdé&jsich predpisll, a také v souladu
se zakonem ¢. 281/2002 Sb., o nékterych opatfenich souvisejicich se zakazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a o zméné Zzivnostenského

zakona;

- preprava geneticky modifikovaného organismu bude uskute¢néna fidicem UOCHB AV
CR, v.v.i., ktery je drzitel platného ,ADR osvédéeni o Skoleni fidi¢e™. Ridi¢ bude také
proskolen k postuplim a zdsaddm pro uzaviené nakladdani s GMO kategorie III. Vzorek
GMO (tj. 293AAV, prip. HepG2-NTCP) bude umistén do primarniho kontejneru (napf.
mikrozkumavka, kryozkumavka, apod.) a bude pevné zajiSténa pro zabranéni uniku
materidlu. Primarni kontejner bude poloZzen do sekundarniho nepropustného
kontejneru pro zabranéni Uniku materialu v pfipadé poruseni primarniho kontejneru
béhem transportu. Sekundarni kontejner bude ocistén desinfekénim pripravkem
a polozen do materidlové propusti. Sekundarni kontejner bude vyjmut z materidlové
propusti a okamzité vloZen do transportniho boxu zplsobilého pro pfepravu GMO
materialu. Transportni box bude predan FidiCi. K prepravé budou vyuzZita vozidla
UOCHB AV CR néleZité technicky vybavena pro prevoz GMO, s oddélenymi prostorami
pro prepravu osob a nakladu, vybavena Havarijnim planem. Transportni box bude
v nakladovém prostoru pevné prichycen tak, aby nemohlo dojit k jeho pohybu di
poskozeni béhem jizdy.

Dalsi podminky nakladani stanovené podle § 5 odst. 10 zakona

- Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i. musi v souladu s § 19 pism.
c) zakona kaZdoro¢né predat ministerstvu v listinné a elektronické podobé vzdy
k 15. Gnoru kalendarniho roku piehled geneticky modifikovanych organismd, Udaje
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o jejich mnozstvi, o zplsobu naklddani s nimi a vyjadreni k prezkoumani hodnoceni
rizika za uplynuly kalendaFni rok a v souladu s § 19 pism. d) zékona zaslat do 60 dnd
od ukonéeni nakladani s GMO zavére&nou zpravu o pribé&hu, disledcich této &innosti,
zejména s ohledem na rizika ohrozeni zdravi a zZivotniho prostredi.

- Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i. musi v souladu s § 19 pism.
h) zdkona poskytnout spradvnim orgdnim (Ministerstvo Zivotniho prostiedi, CIZP)
podle § 28 a§ 31 az 33 soucinnost pfi kontrole prostor a zafizeni urcenych
k nakladani s GMO nebo prostor a zafizeni, v nichz k tomuto nakladani dochazi nebo
mGze dochazet.

Ucel nakladani
Ucelem nakladani je vyzkum se zaméfenim na vysoce infekéni agens. Ocekdvanym

vysledkem je ziskani specifickych AAV virovych vektorl vyuZitelnych k ndsledujicim
experimentlm a objeveni novych inhibitorl replikace HIV.

Dalsi pozadavky na oznaceni

Pro nakladani s GMO plati obecné podminky oznacovani geneticky modifikovaného
organismu, které je dano zakonem.

Misto uzavireného nakladani

Ustav organické chemie a biochemie AV éR, v.v.i., Flemingovo nam. 542/2, Praha 6,
160 00

Prostory Urovné technického zabezpeleni 3 jsou umistény oddélené v pfizemi
(1.nadzemni podlazi) budovy C v aredlu UOCHB AV CR, v.v.i. Prostory se skladaji ze dvou
laboratofi C.1.07 a C.1.08, koridord C.1.11 a C.1.18, mistnosti C.1.12 s mrazicimi boxy,
centrifugacni mistnosti C.1.13, Uklidové mistnosti C.1.14, vystupnich propusti C.1.15 a
C.1.16 vybavenych sprchou a vstupni propusti C.1.17. Pro pracovniky je k dispozici
klidova mistnost C1.31, ktera lezi mimo rizikovy prostor. Udéleni akreditace prostor bylo
MZP doloZeno.

Pozadavky na kontrolu uzavieného prostoru (§ 15 odst. 3 zakona)

Ctyrikrat ro¢né bude provedeno zjistovani pritomnosti GMO. Stéry budou provedeny z 12
mist v BSL3 prostoru (po jednom stéru z podlahy v mistnosti 1.12, 1.13, 1.15, 1.16.
1.17, 1.18, po dvou stérech z podlahy v mistnosti 1.07 a 1.08 a po jednom stéru
z laboratorniho stolu v mistnosti 1.07 a 1.08 a ze Ctyf mist mimo prostor BSL3 (a to
po jednom stéru z podlahy v mistnostech 1.06 a 1.20 a dva stéry z chodby 1.19). Pfesna
mista stérd se budou ménit, aby se b&hem roku otestovala co nejvétéi plocha. Mista
budou vzdy vybrana podle charakteru a intenzity prace od posledni kontroly. Tyto mista
budou vzdy zaznamenany do protokolu a protokoly téchto kontrol budou uchovavany
po dobu min. 5 let u vedouciho BSL3. Vedouci BSL3 laboratofe bude kontrolovat, ze
materidl ze stérl byl skuteéné& amplifikovdn a detekovén. Presny postup detekce je
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popsan v bodé& f) provozniho taddu a v priloze 2 je seznam primerd, které budou
pouzivany. Pro amplifikaci a sekvenovani bude pouzit stejny primer.

Opatieni pFi vzniku havarie (§ 21)

Havarie je zdvazny nepldnovany unik GMO mimo bariery. V takovém pfipadé je treba
neprodlené ucinit opatfeni k likvidaci havarie, dle schvaleného Havarijniho planu.

Mohou vzniknout tyto typy havarii:

- rozliti tkanové kultury ¢&i jiné tekutiny obsahujici HIV nebo HBV mimo biohazardovy
box;

- expozice vzorkem obsahujicim HIV nebo HBV;
- havarie s moznym Unikem GMO materialu béhem prepravy.

V pripadé havarie bude vyhotovena zprava, kde bude specifikovano, kdo dekontaminaci
provadél. Zodpovédnym pracovnikem je vedouci BSL3 laboratore.

Po ukonceni sanace s negativhim vysledkem testu pfitomnosti HIV ¢i GM HIV bude
monitoring uzavienych prostor pokracovat kazdy mésic do pristi pravidelné kontroly.
Tyto kontroly, které se provadéji 4x do roka, provadi laborantka nebo osoba uréena
vedoucim BSL3 laboratofe. Zapis o prib&hu jakékoli kontroly a jeji vysledek je
zaznamenan do provozniho deniku BSL3 laboratore.

Doba platnosti povoleni

Povoleni pro naklddani s GMO je od doby nabyti pravni moci rozhodnuti MZP na dobu
neurcitou.

Oddvodnéni

Dne 29. kvétna 2024 byla dorudena na MZP Zadost od Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR, v. v. i. o udéleni povoleni pro uzaviené nakladani ve treti kategorii
rizika s geneticky modifikovanymi kmeny viru HIV a geneticky modifikovanymi
buné¢nymi liniemi 293AAV, HepG2-NTCP a 293T/17 na pracovisti Ustavu organické
chemie a biochemie AV CR, v.v.i. Tatozadost byla evidovdna pod
¢.j. MZP/2024/750/2013.

Ustavu organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i. bylo zasldno potvrzeni o pfijeti
zadosti dne 3. Cervna 2024.

Ministerstvo zivotniho prostfedi posoudilo uvedenou zadost a dne 30. kvétna 2024
ji podle § 5 odst. 4 zakona zaslalo k vyjadfeni Ministerstvu zdravotnictvi, Ministerstvu
zemédélstvi a Magistratu hlavniho mésta Prahy. Z&dost v elektronické podobé byla téz
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zaslana k posouzeni Ceské komisi pro nakladani s geneticky modifikovanymi organismy
a genetickymi produkty (CK GMO) a uréenym odbornym posuzovatelim.

Dne 24. ¢ervna 2024 vydala své stanovisko k zadosti CK GMO. Ve svém stanovisku
uvedla, Ze je nutné z formalniho hlediska v ,zadosti* doplnit pfehled primerd, bliz&i popis
detekce proteinl a GMO, tabulku pfijemci a DNA konstruktd a také informace
o buné&énych liniich 293AAV a HEpG2-NTCP. Dale CK GMO pozadovala upresnit, jakym
zplsobem bude provadé&na dekontaminaci odpadnich vod.

Ministerstvo zdravotnictvi podanim doruc¢enym na MZP dne 17. dervna 2024 uvedlo
pripominku na uvedeni jiz neplatného pravniho predpisu (zakon ¢. 185/2001 Sb.).

Na zékladé nedostatkd zjisténych v zadosti byl Ustav organické chemie a biochemie AV
CR, V. V. i. vyzvan dne 1. ¢ervence 2024 k jejich odstranéni dle zaslanych pfipominek
a zaroven bylo vydano usneseni o preruseni fizeni do doby odstranéni vad podané
7adosti, nejpozdé&ji do 30 dnli ode dne doruéeni usneseni.

MZP dne 17. ¢ervence 2024 obdrzelo opravu zadosti dle zaslanych pfipominek a po jejim
posouzeni CK GMO konstatovalo, Ze pfipominky a doporuceni odbornych posuzovatell
na doplnéni byly akceptovany. MZP nasledné dale poZadovalo, aby Zadatel upfesnil
podminky prepravy GMO mezi pracoviéti UOCHB a Biocevu. Dne 29. srpna 2024 Zadatel
tyto informace uspokojivé doplnil.

MZP dne 23. ¢ervence 2024 zaslalo v souladu se zdkonem &. 634/2004 Sb., o spravnich
poplatcich, Zadateli vyzvu k zaplaceni spravniho poplatku za vydani povoleni
k uzavienému nakladani s GMO 3. kategorie rizika. Dne 8. srpna 2024 Zzadatel
poZadovanou ¢astku uhradil.

Vzhledem k tomu, Ze Zadost o udéleni povoleni k uzavienému nakladani
s GMO 3. kategorie rizika (nakladani s geneticky modifikovanymi kmeny viru HIV a
geneticky modifikovanymi bunéénymi liniemi 293AAV, HepG2-NTCP a 293T/17) po vSech
Gpravach a doplnéni vyhovuje ustanovenim zdkona a jeho provadécich predpisl
a nakladani v reZzimu uzavieného nakladani s GMO 3. kategorie rizika za danych
podminek nepredstavuje zvySené riziko pro zdravi Clovéka a zvifat ani pro Zivotni
prostfedi, a dale s pfihlédnutim ke kladnym stanoviskim Mze, Mz CR a CK GMO,
a dal$im vy$e uvedenym skutec¢nostem, vydavéd MZP Zadateli povoleni k uzavienému
nakladani s GMO 3. kategorie rizika (s geneticky modifikovanymi kmeny viru HIV a
geneticky modifikovanymi bunécnymi liniemi 293AAV, HepG2-NTCP a 293T/17).
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Poudéeni

Proti tomuto rozhodnuti je mozZno podle § 152 odst. 1 zakona ¢. 500/2004 Sb., spravni
fad, podat do 15 dni od jeho oznameni rozklad, o némz rozhodne ministr Zivotniho

prostfedi, a to podanim adresovanym Ministerstvu zivotniho prostredi, VrSovicka 65, 100
10 Praha 10.

Ing. Alexandra Skopcova
feditelka odboru environmentalnich rizik a ekologickych Skod

Toto rozhodnuti obdrzi:
A. Ucastnik Fizeni do vlastnich rukou:

Ustav organické chemie a biochemie AV CVZR, v.v.i., Flemingovo nam. 542/2, Praha 6,
160 00

B. Na védomi po nabyti pravni moci:
1. Ministerstvo zdravotnictvi
2. Ministerstvo zemédélstvi

3. Magistrat hlavniho mésta Prahy
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