Posudok z posudzovania rizika v uzavretych priestoroch

(podPa §4 Vyhlasky & 274/2019 Z.z.)

Posudok vypracovany pre geneticky modifikované fudské nadorové bunkové linie NCC-IT a 2102EP
s nefunkénymi miRNA 371, miRNA 372 a miRNA 373.

Prijemca
B , . Darca
Nazov (parentalny organizmus)
vysledného GMO 3 Zdrojovy Nazov vloZzeného Zdrojovy organizmus
Nazov K Vektor ) ) 3 3
organizmus proteinu/génu proteinu/génu
NCC-IT Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
NCCIT 371KO cl1 . - . .
(RRID:CVCL_1451) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
NCC-IT Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
NCCIT 371KO cl3 . - . _—
(RRID:CVCL_1451) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
NCC-IT Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
NCCIT 371KO cl5 . - : o,
(RRID:CVCL_1451) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
NCC-IT Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
NCCIT 371KO cl10 . - : o,
(RRID:CVCL_1451) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
NCC-IT Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
NCCIT 371KO cl11 . - . L
(RRID:CVCL_1451) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
NCC-IT Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
NCCIT 371KO cl12 . - . -
(RRID:CVCL_1451) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
NCC-IT Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
N23c-3 DKO . - . : o,
(RRID:CVCL_1451) sapiens 372 a miRNA 373 sapiens - syntetické
Cas9 + guide miRNA
NCC-IT Homo L S. pyogenes, Homo
N23c-4 CTRL . - scrambled (bez cielovej : L
(RRID:CVCL_1451) sapiens . sapiens - syntetické
sekvencie)

2102EP Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
E371KO clone B . - . s
(RRID:CVCL_(C522) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
2102EP Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
E371KO clone C , - . S
(RRID:CVCL_C522) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické
2102EP Homo Cas9 + guide miRNA S. pyogenes, Homo
E371KO clone G . - : L,
(RRID:CVCL_C522) sapiens 371a-3p sapiens - syntetické

(1) Posudok z posudzovania rizika pouzivania v uzavretych priestoroch obsahuje
a) identifikaciu vSetkych moznych $kodlivych vplyvov geneticky modifikovanych organizmov,

Pouzivané GMO su bez skodlivého vplyvu na zdravie ludi a Zivotné prostredie, vid charakteristiky v bode

(2)

b) charakteristiky ¢innosti, v ktorych sa ma pouzit’ génova technika,

Pouzivané GMO vznikli

tranzientnou transfekciou

nadorovych buniek NCC-IT a
ribonukleoproteinovym komplexom zloZzenym z Cas9 proteinu a duplexnej gRNA (cRNA a tracrRNA)
namierenej vo¢i miRNA 371, miRNA 372 alebo miRNA 373. GMO linie su darom od spolupracovnikov

z pracoviska v Holandsku (Princess Mdxima Center for Pediatric Oncology, Utrecht).
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€) udaje o intenzite u¢inkov moznych Skodlivych vplyvov,
Ziadne $kodlivé vplyvy nepredpokladdme.

d) vyhodnotenie pravdepodobnosti vyskytu moznych Skodlivych vplyvov.
Vyskyt skodlivych vplyvov sa nepredpoklada.

(2) Identifikacia Skodlivych vplyvov podl'a odseku 1 pism. a) spojenych s
a) organizmom prijimatel’a, obsahuje udaje o:
1. povahe patogénnosti a virulencie, infek¢nosti, alergénnosti, toxicity a vektorov prenosu chorob,
Ludské nadorové bunkové linie NCC-IT a 2102EP sU nepatogénne, neinfekéné, netoxické, nemaju
virulentné vlastnosti, nevyvolavaju alergické reakcie u ludi a nemali by obsahovat ani vektory prenosu
chorob.

2. povahe autochtonnych vektorov a nahodnych ¢initel'ov v pripadoch, ked’ mobilizuji vlozeny geneticky
material, a frekvencii mobilizacie,
Autochtéonne vektory — nemajd; cudzi geneticky materiadl modze byt vneseny len genetickymi
technolégiami.

3. povahe a stabilite blokujucich mutacii
Neidentifikované/nespecifikované.

4. predchadzajucich genetickych modifikaciach
Ziadna z predchadzajucich genetickych modifikacii parentdlnej bunkovej linie NCCIT a 2102EP nie je
znama.

5. rozsahu hostitel'ov
Nemaju hostitelov.

6. vyznamnych fyziologickych charakteristikach, ktoré¢ mozu byt v konecnom geneticky modifikovanom
organizme zmenené a vyznamné udaje o ich stabilite,
Absencia miRNA 371, miRNA 372 alebo miRNA 373 nespbsobuje Ziadne zmeny v morfologickych
a fyziologickych charakteristikach vyslednych GMO buniek.

7. prirodzenych biotopoch a geografickom rozlozeni
Parentalne aj geneticky modifikované ludské nadorové bunkové linie vyZzadujui prisne definované
kultivaéné podmienky a nie st schopné preZivat a mnoZzit sa mimo laboratérnych podmienok.

8. vyznamnych zapojeniach do environmentalnych procesov, napriklad fixacia dusika alebo regulacia pH
Suvis s fixaciou dusika alebo regulaciou pH nepotvrdeny, nepravdepodobny.

9. vzijomnom pdsobeni s inymi organizmami v Zivotnom prostredi a i¢inkoch na ne vratane pravdepodobne
konkurencnych, patogénnych alebo symbiotickych vlastnosti
Parentalne aj geneticky modifikované fudské nadorové bunkové linie nie st schopné prezivat a mnoZit sa
mimo laboratérnych podmienok, preto ich akékolvek vzajomné poésobenie sinymi organizmami
v Zivotnom prostredi je nepravdepodobné.

10.Schopnosti vytvarat struktiry schopné prezitia, napriklad spory alebo sklerécie,
Nemaju.

b) organizmom darcu obsahuje udaje o
1. povahe patogénnosti a virulencie, infek¢nosti, alergénnosti, toxicity a vektorov prenosu chorob,

Genetickd zmena bola vytvorend metdédou Crispr-Cas9. Do buniek bol tranzientne transfekovany
ribonukleoproteinovy komplex zloZzeny z Cas9 proteinu + duplexnej gRNA (cRNA a tracrRNA) namierenej
voCi miRNA 371, miRNA 372 alebo miRNA 373.

Organizmom, z ktorého pochadza protein Cas9 je Streptococcus pyogenes. gRNA sU namierené voci
f'udskym miRNA 371, miRNA 372 a miRNA 373. Komercne dostupné Cas9 aj gRNA su syntetického pévodu
(Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium), bez patogénnych, virulentnych, alergénnych
a toxickych vlastnosti, s neinfekéné a neprendsaju Ziadne ochorenie.

2. povahe autochtonnych vektorov, napriklad sekvencia, frekvencia mobilizacie a $pecifickosti,
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Autochténne vektory nemaju.

3. rozsahu hostitel'ov,
Nemaju.

4. inych fyziologickych charakteristikach,
Ziadne.

5. pritomnosti génov, ktoré spésobuju odolnost’ proti antimikrobialnym latkam vratane antibiotik,
Ziadne.

c) vektorom, obsahuje udaje o
1. povahe a zdroji vektora,

Vektor sa pri tvorbe genetickej zmeny nepouziva.

2. Struktare a mnozstve nukleovej kyseliny akéhokol'vek vektora alebo darcu, ktoré zostava v konecnej
konstrukcii modifikovaného organizmu,

V kone¢nom GMO trvalo nezostala Ziadna zo zloZiek ribonukleoproteinového komplexu Cas9/gRNA —
jedna sa len o ,tranzientnu transfekciu”. Tento komplex sa ihned' po vstupe do bunky translokuje do
jadra, kde gRNA rozpoznd cielovu sekvenciu, Cas9 ju postiepi a modifikuje bunkovid DNA
inzerciou/deléciou (InDels) v génoch kddujucich miRNA 371a-3p alebo miRNA 372 alebo miRNA 373.
Komplex sa z bunky rychlo odstrani (do 24 hodin), ¢im sa minimalizuje Sanca Stiepenia DNA mimo
cielovej sekvencie (off-target).

3. frekvencii mobilizacie vlozeného vektora, ak je pritomny v kone¢nom modifikovanom mikroorganizme
alebo schopnosti prenosu genetického materialu,

V kone¢nom GMO nie je pritomny ani vektor a ani protein Cas9 a gRNA.

d) vloZenym genetickym materialom, obsahuje tidaje o
1. osobitnej identite a funkcii vlozeného genetického materialu,
Do buniek sa nevkladal geneticky materidl — DNA, ani RNA. Bunky boli ,tranzientne transfekované”
ribonukleoproteinovym komplexom Cas9/gRNA, ktory sa ihned po vstupe do bunky translokoval do
jadra, kde gRNA rozpoznala cielovu sekvenciu v génoch kddujidcich miRNA 371a-3p alebo miRNA 372
alebo miRNA 373, Cas9 ju postiepil a modifikoval bunkovid DNA inzerciou/deléciou (InDels), ¢im sa
narusil ¢itaci rAmec miRNA 371a-3p alebo miRNA 372 alebo miRNA 373. Vysledkom je, Ze vysledné GMO
bunky neexprimuju a, b, 3p a 5p varianty miRNA 371, alebo miRNA 372, alebo miRNA 373.

2. urovni prejavenia vlozeného genetického materialu,
Absencia expresie variantov miRNA 371 (a, b, 3p a 5p) alebo miRNA 372 alebo miRNA 373.

3. zdroji genetického materialu, identite organizmu darcu a charakteristike,
Syntetické - Cas9 protein a duplexna gRNA.

4. historii predchadzajucich genetickych modifikacii,
Nie su.
5. mieste, kam bol geneticky material vlozeny Suvedenim moznosti aktivacie alebo deaktivacie
hostitel'skych génov,
Geneticky materidl sa do gendmu hostitelskych buniek nevkladal - ribonukleoproteinovy komplex

Cas9/gRNA spdsobil cielent a Specificki deaktivaciu hostitelskych génov miRNA 371a-p, alebo miRNA
372, alebo miRNA 373.

e) vyslednym geneticky modifikovanym organizmom, obsahuje udaje o
1. ocakavanych toxickych alebo alergénnych tcinkoch geneticky modifikovaného organizmu alebo jeho
produktov,

Ziadne toxické alebo alergénne G¢inky GMO alebo jeho produktov.

2. porovnani modifikovaného organizmu s organizmom prijemcu alebo s rodi¢ovskym organizmom
vzhl'adom na jeho patogénnost’,

Nezmenena patogénnost - Ziadna.



3. ocakavanej koloniza¢nej schopnosti,
Ziadna.

4. infek¢nej davke, chorobach, ktoré spdsobuje, moznosti prezitia mimo l'udského hostitel’a, biologicke;j
stabilite, profiloch odolnosti proti antibiotikam, alergénnosti, toxigénnosti, existencii vhodnych terapii a
profylaktickych opatreni, ak je organizmus patogénny pre imunokompetentnych ludi,

GMO su neinfekéné, nealergénne, netoxické, nepatogénne a mimo definované laboratérne podmienky
nezivotaschopné.

5. ekosystémoch, do ktorych by mohol byt organizmus netimyselne uvolneny z prostredia uzavretého
pouzivania,
Prezitie GMO pri neumyselnom uvolneni z prostredia uzavretého priestoru nie je vzhlfadom na ich
naroc¢né podmienky kultivacie mozné. Za danych podmienok nepredstavuje GMO riziko pre ¢loveka a pre
Zivotné prostredie.

6. ocakavanej schopnosti prezitia, rozmnozovania a rozsahu rozSirenia modifikovaného organizmu v
identifikovanych ekosystémoch,
Ziadna, GMO nemaju schopnost prezitia mimo definované médium.

7. predpokladanom vysledku vzajomného posobenia medzi modifikovanym organizmom a organizmoch
alebo mikroorganizmoch ktoré st vystavené jeho p6sobeniu pri neimyselnom uvolneni do zivotného
prostredia,

Vzhladom na vlastnosti GMO uvedené v bodoch 4 - 6 nepredpokladdme Ziadne vzajomné pOsobenie
medzi GMO a inymi organizmami.

8. znamych alebo predpokladanych ucCinkoch na rastliny a zvieratd, ako je patogénnost’, toxicita,
alergénnost’, vektor niektorého patogénu, zmenené profily odolnosti proti antibiotikdm, zmeneny
tropizmus alebo $pecifickost’ hostitel’a, kolonizacia,

Ziadne zndme ani predpokladané ucinky na rastliny a zvierata.

9. znamych alebo predpokladanych zapojeniach do biogeochemickych procesov.
GMO vzhladom k vlastnostiam, mnoZstvu a spdsobu manipuldcie s nim nema ziadnu moznost zapojit
sa do biogeochemickych procesov.

Zaver:
Pouzivané geneticky modifikované organizmy maju tieto vlastnosti:

a) je nepravdepodobné, ze organizmus prijimatel'a alebo rodi¢ovsky organizmus sposobi poskodenie zdravia
l'udi alebo poskodenie zdravia zvierat a rastlin v Zivotnom prostredi, ak st vystavené jeho t¢inkom,

b) je predpoklad, ze povaha vektora a vlozeného genetického materialu nedavaju geneticky modifikovanému
organizmu fenotyp, ktory spdsobi poSkodenie zdravia 'udi, poSkodenie zdravia zvierat a rastlin v zivotnom
prostredi, ak st vystavené jeho uc¢inkom, alebo ktory ma za nasledok skodlivé vplyvy na Zivotné prostredie a

c¢) je predpoklad, Zze geneticky modifikovany organizmus nespdsobi ochorenie l'udi ani ochorenie zvierat
a rastlin v zivotnom prostredi, ak su vystavené jeho ¢inkom, a Ze nevplyva Skodlivo na zZivotné prostredie.

Tomuto riziku je mozné zamedzit a lahko ho odstranit ochrannymi opatreniami, najma fyzickymi zabranami,
a systémom prdace zavedenym v laboratéridch RT1 BMC SAV, v. v. i., ktoré su definované v Prevadzkovom
poriadku konkrétneho laboratéria.

Pouzivané geneticky modifikované organizmy, v stlade s §3, ods. (5) Vyhlasky ¢. 274/2019 Z.z., zaradujem
do rizikovej triedy 1.
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