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Posudok o riziku

Spoésob pouzitia: Fermentacna vyroba Intermediatu CHIC

Vektor: plazmid pBAC,

Prijemca: E. coli K12 MG1655, ATCC 47076

Vysledny GMO: E.coli Pili K85, K84

MeiZny nepriaznivy ucinok: nema

Odhad pravdepodobnosti: -

Hodnotenie rozpoznaného rizika: ziadne

Manazment rizika: praca v zariadeni

Hodnotenie celkového dopadu: rizikova trieda 1

Celkovy zaver: Organizmus prijemcu, organizmus darcu, vektor a vloZeny geneticky material su
zdravotne nezdvadné organizmy (trieda 1) aaj vysledny geneticky modifikovany organizmus je
zdravotne nezdvadny organizmus. Tento geneticky modifikovany organizmus a manipuldcia s nim
nepredstavuju riziko pre ¢loveka a Zivotné prostredie.

b)

d)

Posudok z posudzovania rizika pouZivania genetickych technelogii a geneticky
modifikovanych organizmov v uzavretych priestoroch.

Geneticky modifikovany organizmus kmei E.coli Pili K85 nie je patogénny a nie je toxicky,
nie je znamy jeho Skodlivy vplyv na zdravie I'udi, zvierata a Zivotné prostredie

Do okruhu &innosti, v ktorych sa bude pouzivat’ geneticky modifikovany organizmus patria
Standardné mikrobiologické techniky pri priprave zdkladného inokula¢ného materidlu,
testovanie rastovych a produkénych vlastnosti GMO v laboratérnom a Stvrt'prevadzkovom
meradle, vyroba Intermedidtu CHIC suvedenym GMO vo vyrobnom meradle, kontrola
sterility monitoring prostredia, a nakladanie sodpadmi. Do okruhu C¢innosti nepatria
akékol'vek techniky vyZadujuce manipulaciu s DNA horeuvedeného GMO.

Nakolko Skodlivé vplyvy stivisiace s okruhom ¢innosti s GMO neboli doposial’ preukazané,
udaje o moznej intenzite G¢inkov st bezpredmetné.

S ohladom na skuto¢nost’, Ze §kodlivé vplyvy z pouzitia GMO planované v naSom zariadeni
neboli doposial’ preukazané, vyhodnotenie pravdepodobnosti vyskytu Skodlivych vplyvov je
bezpredmetné

Identifikicia vSetkych moZnych $kodlivych vplyvov podl’a odseku 1 pism.a) spojenych
a) sorganizmom prijimatela
1. Pouzity mikroorganizmus E. coli K12 MG1655, nemé patogénne, virulentné,

infek¢né, alergénne atoxické vlastnosti. E. coli K12 MG1655 sa vyuziva

v molekuldrnej bioldgii a je zaradeny do bezpecnostnej triedy BSL 1.

Autochténne vektory — bezpredmetné v naSom pripade

Blokujiice muticie - bezpredmetné v naSom pripade

Predchadzajuce genetické modifikacie prijimatel’a — nie st ndm zname

Rozsah hostitel'ov - bezpredmetné v naSom pripade

Nie s ndm zname podstatné zmeny vo fyzioldgii vplyvom genotypu, ktoré by mohli

mat’ vzt'ah k §kodlivosti pre zdravie ¢loveka alebo Zivotné prostredie

7. Prirodzené biotopy a geografické rozloZenie: Tento kmen bol udrziavany ako
laboratéorny kmeti s minimalnou genetickou manipuldciou. Pévodny kmen K-12
divokého typu zo Stanfordskej zbierky obsahoval F plazmid aj fdg lambda. MG1655
bol vylie¢eny pomocou akridinovej oranzovej a UV. Posun rdmca na konci rph mé
za nasledok zniZenu expresiu pyrE a mierne pyrimidinové hladovanie, takze kmen
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rastie o 10 az 15 % pomal$ie v médiu bez pyrimidinu ako v médiu obsahujicom
uracil. Zaroven aj vzhPadom na nestabilitu plazmidu v prostredi bez chloramfenikolu
E.coli K12 MGI1655 méa znizeni schopnost prezivania mimo laboratérnych
a definovanych podmienok. Preto v prirodzenych biotopoch nemaju Sancu GspeSne
prezivat’ a tak ovplyvnit’ geografické rozSirenie.

Zapojenie do enviromentalnych procesov — bezpredmetné v naSom pripade
Vzéjomné pdsobenie s inymi organizmami v ZP — interakcie tohto typu nie su
zname, v nasom pripade bezpredmetné

Schopnost’ vytvarat’ §truktiry schopné preZitia - bezpredmetné v naSom pripade

organizmus darcu:

Darcovskym organizmom je WT (Wild Type) E.coli.

Informaécie o autochténnych vektoroch nam nie st znadme

Rozsah prirodzenych hostitel'ov a syntetickych vektorov nam nie je znamy

Iné fyziologické charakteristiky — ndm nie su zname

Vo WT E.coli nie su pritomné gény, ktoré spdsobuji odolnost proti
antimikrobialnym latkam vratane antibiotik

s vektorom

Pouzita génova technika: transformacia

Typ vektora: plazmid

Identita vektora: pBAC, plazmid E.coli s nizkym poctom kopii kompatibilny s génom
rezistencie na chloramfenikol

Genetickd mapa vektora: nie je k dispozicii

Pritomnost’ sekvencie cam ( rezistencia vo¢i chloramfenikolu)

plazmid je vo vyslednom GMO stabilizovany markerom cam

Zlozenie vektora: Pociatok replikacie (origin) nizkokdpiového plazmidu,
chloramfenikolova antibioticka rezistencia a inzert

S vioZenym inzertom

Jedna sa o gén trpD, antranilat syntaza, veduci k auxotrofnému kmeriu a tento gén sa
exprimoval na plazmide, ¢o viedlo k prototrofnému kmertiu ("obnovit’ rast")
genetickd mapa inzertu nie je k dispozicii

Funkcia inzertu: akumuldcia prirodzeného intermedidtu metabolizmu E coli
a zvy$enie toku drahy smerom k nadprodukcii antranilatu

Umiestnenie inzertu vo vyslednom GMO: expresia na plazmide

VioZeny gén je endogénny E. coli, ktory umoZiuje akumulaciu antranilatu v
supernatante kultiry. Z tohto génu nevyplyva Ziadne riziko. Sekvencie inzertu sa
nepodielaju na patogénnych, toxickych alebo $kodlivych vlastnostiach darcovského
organizmu alebo vektora, neboli popisané ani uvedené

S vyslednym GMO

Ocakdvané toxické alebo alergické ucinky GMO: teoreticky je moZny vyskyt
docasnych slabych alergickych reakcii na aerosél mitvych buniek u citlivych P'udi,
preto je treba vhodnym spdsobom zabranit' vzniku aerosolu. Na identifikaciu a
detekciu GMO sa pouzivaju metédy PCR inzertu a nasledné sekvenovanie.
Porovnanie GMO s organizmom prijemcu alebo rodi¢a: Rychlost’ reprodukcie GMO
je porovnatelny srodi¢ovskym organizmom. GMO je kmen, ktory je
charakterizovany nadprodukciou antranilatu oproti rodicovskému mikroorganizmu.
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3. Porovnanie kmenov E.coli Pili K84 aK85: Gén trpD je pod dvoma rdéznymi
syntetickymi promotormi s roznou silou, pomenovanymi p6 (pre kmen K84) a p9 (pre
kmen K85)

4. Ocakavana koloniza¢na schopnost’: bezpredmetné v naSom pripade

5. Infekéna davka, choroba: U zivych buniek v tekutej suspenzii neboli zistené Skodlivé
vplyvy na ¢loveka, zvieratd alebo rastliny

6. Vzhladom na zauzivany rezim prace a likvidacie odpadového biologického materialu
na nasom uzavretom pracovisku spiiiajuice poziadavky pre rizikovu triedu 1 je takmer
nulova $anca tniku GMO do zZivotného prostredia.

7. Geneticka stabilita GMO: genetické modifikacie st stabilné a plazmidy s udrziavané
s chloramfenikolom v bohatom médiu.

8. Predpokladany vysledok vzajomného pdsobenia: bezpredmetné v naSom pripade

9. Zname, predpokladané G¢inky na rastliny a zvierata: doteraz nie su zname

10. Zname, predpokladané Gginky zapojenia sa do biogeochemickych procesov - doteraz
nie st zname
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