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Rozhodnuti

Ministerstvo Zivotniho prostfedi jako spravni ufad pfislusny podle § 5 zakona
€. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty, ve znéni pozdéjsich predpisu, (dale jen ,zakon®“) a § 10 zakona ¢. 500/2004
Sb., spravni fad, ve znéni pozdéjSich pFedpisu,

rozhodlo

podle § 5 odst. 8 zakona ve véci zadosti Univerzity Palackého v Olomouci, se sidlem
Krizkovského 8, 771 47 Olomouc, IC: 619 89 592, pracovisté LF UP Olomouc, Ustav
molekularni a translaéni mediciny, Hnévotinska 5, 779 00 Olomouc, tykajici se
uzavieného nakladani ve treti kategorii rizika s geneticky modifikovanymi
mikroorganizmy Leishmania major a Leishmania braziliensis takto:

Univerzité Palackého v Olomouci
Krizkovského 8, 771 47 Olomouc
se udéluje povoleni

k uzavienému nakladani s GMO
ve lll. kategorii rizika.
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NaleZitosti povoleni podle § 18 odst. 6 zakona:

Opravnéna osoba

Nazev: Univerzita Palackého v Olomouci, Kfizkovského 8, 771 47 Olomouc
IC: 619 89 592

Specifikace geneticky modifikovaného organismu

Geneticky modifikované organismy Leishmania braziliensis a Leishmania major
exprimujici fluorescencni reportérové proteiny.

Vysledné GMO budou pfipraveny az v laboratofi Univerzity Palackého v Olomouci,
transfekci plasmidem. Darcovskymi organismy jsou zivoCich Discosoma coral
(koralovnik) obsahujici gen pro Coral-Derived Red Fluorescent Protein (DsRed)
a Aequorea victoria (meduza) obsahujici gen pro GFP, jehoz fluorescence
je zvy8ena 35 krat pomoci dvou bodovych mutaci Ser65 za Thr a Phe64 za Leu
(EGFP). Jako zdroj genetické informace bude slouzit rekombinovany plazmid
obsahujici geny EGFP (pLEXSY-egfp-sat2) nebo DsRed (pLEXSY-red-sat2).

Specifikace genetické modifikace

Leishmania braziliensis a Leishmania major byly ziskany z American Type Culture
Collection (ATCC) - Leishmania braziliensis (cat.no. ATCC30031), Leishmania major
(ATCC30012). Jsou kultivovany v M199 médiu (Sigma-Aldrich) s pfidavkem 5 mM L-
glutaminu, 20% fetalniho teleciho séra, 100 U penicilinu a 100 ug streptomycinu.

Pro transfekci budou pouzity plazmidy obsahujici geny EGFP (pLEXSY-egfp-sat2)
nebo DsRed (pLEXSY-red-sat2). GMO vzniknou vnesenim cizorodého dédi¢ného
materialu (transfekce plazmidy).

Udaje o vektoru

Vektorem pouzitelnym pro leishmanie je plazmid, ktery je po transfekci trvale
pfitomen v pfijemci ve zkracené formé bez kazety rezistence na ampicilin a ColiE1
ori diky ssu rekombinaci do chromosomalniho ssu-lokusu. Je amplifikovatelny v piné
délce v Escherichia coli za selekce ampicilinem.

Pfitomnost sekvence v dotyéném vektoru, ktera predava vybérovy (selektovatelny)
nebo identifikovatelny fenotyp:

Vektor obsahuje kazetu rezistence na antibiotika a to Nourseothricin (streptothricin)
a kazetu rezistence na ampicilin exprimovanou v prokaryotnim hostiteli Escherichia
coli pfi jeho amplifikaci.

Vektor nesouci gen pro reporterovy protein DsRed a gen rezistence
na Nourseothricin (streptothricin) pLEXSY-red-sat2 (Jena Bioscience) bude pouzit
pro pfipravu transgenni Leishmania major. Vektor obsahuje i kazetu rezistence
na ampicilin v prokaryotnim hostiteli Escherichia coli pouzitém pro amplifikaci.
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Vektor nesouci gen pro reporterovy protein EGFP a gen rezistence na Nourseothricin
(streptothricin) pLEXSY-egfp-sat2 (Jena Bioscience) bude pouzit pro pfipravu
transgenni Leishmania braziliensis. Vektor obsahuje i kazetu rezistence na ampicilin
v prokaryotnim hostiteli Escherichia coli pouzitém pro amplifikaci

Transfekce bude provedena elektroporaci se dvéma impulsy 10 ms a napéti 1400V.
Nasledné budou kultivovany v pfitomnosti selektivnino antibiotika Nourseothricin
podobu 3 dnu ve tfech malych lahvich pro tkanové kultury o objemu 10 ml.
Po uplynuti této doby budou pouzity pro experimenty. 10 lahviCek patogenu bude
zamrazeno a uchovavano v kapalném dusiku, v prostorech pro skladovani GMO.
Veskeré prace budou probihat v laboratofi pro biologické riziko 3, &. 2.21.
Pro transfekci tfi 100 ul lahvi¢ek bude pouzito 10 x 106 parazitl tyden péstované
kultury. Pro transfekci bude pouzito 10 ug plazmida.

Udaje o insertu

Insert obsahuje kazetu rezistence na Nourseothricin a EGFP nebo reportérovy
protein DsRed. Insert je integrovan do chromozému pomoci ssu rekombinace do ssu
lokusu.

Zdrojem kazety rezistence na Nourseothricin, zajiSténé enzymem nourseothricin N-
acetyl transferasa (NAT), je Streptomyces noursei. Zdrojem EGFP je Aequorea
victoria (meduza), zdrojem DsRed je Discosoma coral (koralovnik). NAT umoziiuje
selekci transfektantd pomoci nourseothricinu. EGFP a DsRed umozriuje identifikovat
transfektatnty ve fluorescenénim mikroskopu pomoci zelené nebo c&ervené
fluorescence.

Vysledky hodnoceni rizika

Geneticky modifikovanymi organismy jsou prvoci Leishmania braziliensis (niCivka)
a Leishmania major (niCivka) pusobici jako obligatni intracelularni parazité
fagocytujicich bunék, ktefi se mnozi v mononuklearnim fagocytarnim systému,
zpusobuji v rozvojovych a chudych zemich smrtelné onemocnéni nazyvané
leishmaniéza a Casté epidemie. Leishmanie se pfirozené vyskytuji v Americe,
ve Stfedomofi, centralni Asii a na Stfednim vychodé.

Vzhledem k infekci fagocytujicich bunék a rozvoji zanétlivé reakci proti nim dominuje
destruktivni reakce s tvorbou viedu a nekrotickych loZisek. Sekvence pouzité
pro tvorbu GMO neovliviuji patogenni vlastnosti pfijemce s vyjimkou rezistence
na selekcni antibiotikum Nourseothricin, které vSak neni soucasti protokolu terapie
zadné formy leishmaniazy. Leishmanie jsou pfenaseny vektorem, nikoliv pfimym
kontaktem. Leishmania braziliensis je antropozoonoza pfenasena mezi domacimi
zvifaty a Clovékem. Leishamiozu je mozné identifikovat sérologicky, ze vzorku kize
mikroskopicky ¢i kultivaci.
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Profylaxe a terapie jsou problematické a malo ucinné, onemocnéni je velmi tézce
|éCitelné, nebot’ Iéky pouzivané proti nim maji nizkou ucinnost a relativné vysokou
toxicitu. Pouzivaji se Iéky na bazi amphotericinu B.

V ramci navrhovaného projektu je vSak riziko nakazy naprosto minimalizované, nebot
k nakaze (pfenos na Clovéka) nedochazi pfimym kontaktem, ale je nutny pFenos
bodavym hmyzem (vektor - nejCastéji rody Phleobotomus &i Lutzomyia). Bez téchto
vektoru se infekce nepfenasi. Naopak uspésnost pfenosu pomoci vektoru je vysoka.

Toxické ucinky zpusobené produkty leishmanii nejsou spolehlivé dokumentovany.
Leishmanie nejsou pfenaseci znamych patogenda.
Neni znama pfima aktivace latentnich virt &i provirQ.

Pfirozeny pfenos genetického materialu mezi darcovskymi organismy a pfijemci
nebyl popsan.

PFimé Skodlivé pasobeni mimobunéénych produktd neni uvadéno.

PFfimé alergenni uCinky pfijemcu nejsou jasné dokumentovany, nicméné neadekvatni
aktivace imunitniho systému vudi infikovanym fagocytim je zakladem patofyziologie
choroby.

Darcovské organismy nejsou patogenni pro ¢lovéka ani pro jiné ZivocCichy a rostliny.
Pfirozené se vyskytuji ve slané vodé. K pfirozené vyméné mezi darci a pfijemci
nedochazi

Genetické vlastnosti a fenotypové charakteristiky pfijemctd se nezméni, pouze
vysledné GMO budou rezistentni na nourseothricin a budou produkovat
fluorescencni proteiny.

Geneticky modifikované organismy se neodliSuji od pfijemca svoji schopnosti
pfezivat, vyjma prostfedi obsahujici nourseothricin, neodliSuji se od pfijemcu
zpusobem nebo rychlosti reprodukce, ani svoji schopnosti Sifit se v prostredi.

Geneticka stabilita geneticky modifikovanych organismd neni €asové popsana,
nicméné vzhledem k neschopnosti se samostatné Sifit v okoli nelze pfedpokladat
jejich prevladnuti ve wild type populacich.

Geneticky modifikované organismy (Zivé) jsou patogenni/Skodlivé stejnym zplsobem
jako geneticky nemodifikovani pfijemci. Uvedené GMO jsou identifikovany stérem,
naslednou inkubaci v nourseothricinovém mediu a v pfipadé narastu verifikovany
specifickou PCR.

Vnesenim plasmidl s genem pro fluorescencni protein nejsou uvedené GMO oproti
wild-type organismum nikterak zvyhodnény pro preziti ve volném prostfedi, ani neni
navysena jejich infekénost €i patogenita.
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Leishmania braziliensis je patogenni mikroorganismus, jehoz potencialni Skodlivy
ucinek je infekce. Vkladany gen/inzert: reportérovy protein EGFP ma zanedbatelné
riziko.

Insert obsahuje C¢asti, jejichz produkty nebo funkce jsou znamé: jedna
se o reportérovy protein dsRed a gen rezistence na nourseothricin.

Sekvence obsazené v inzertu se nepodileji na Skodlivych vlastnostech darce. Kazeta
rezistence zajistuje rezistenci Streptomyces noursei na Nourseothricin.

Ve vektoru jsou geny pro rezistence vici streptothricinu, které mohou byt rizikové pro
horizontalni pfenos genu pro rezistenci.

Na zakladé posouzeni potencialnich rizik geneticky modifikovaného organizmu
Leishmania brasiliensis pro zdravi Clovéka, zvifat, zZivotni prostfedi a biodiverzitu
se doporuc€uje zachazet s timto GMO v rezimu uzavieného nakladani ve 3. kategori
rizika.

V ramci navrhovaného projektu je riziko nakazy minimalizované, nebot k nakaze
(pFfenos na Clovéka) nedochazi pfimym kontaktem, ale je nutny pfenos bodavym
hmyzem (nej¢astéji rodu Phleobotomus €i Lutzomyia). Vybaveni pracovisté prakticky
vylu€uje proniknuti hmyziho pfenaseée do prostoru nakladani s GMO. Navic primarni
prenased Phlebotomus byl Gdajné doposud zjistén jen v Recku, Turecku
a nejsevernéji v Rumunsku.

Podle § 7 zakona a § 5 této vyhlasky je Leishmania braziliensis hodnocena jako jako
GMO 3. kategorie rizika. Leishmania major je hodnocena jako GMO 2. kategorie
rizika.

Podminky nakladani

Nakladat s vySe uvedenymi geneticky modifikovanymi organismy lze jen zplsobem
popsanym v zadosti &.j. 34835/ENV/17 doruéené na MZP dne 22. kvétna 2017
a doplnéné podanim na MZP dne 31. srpna 2017, pfi dodrzovani v8ech uvedenych
podminek, zejména:

- veSkera manipulace s geneticky modifikovanym materidlem bude probihat
za kontrolovanych podminek minimalizujicich nebo vylu€ujicich unik transgen
do okolniho prostredi,

- uvedené GMO budou pfipraveny v laboratofi (nebude dovezeno ani vyvezeno)
a nakladano s nim bude pouze v prostorach uréenych pro uzaviené nakladani
v souladu opatfenim k ochrané zdravi pracovnikd a v souladu s jinymi pravnimi
predpisy ur€enymi pro praci s GMO ftfeti kategorie rizika a praci v biologickém
riziku urovné 3 (Biosafety Level 3),
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experimentalni prace naplfiujici ucel vyzkumu jsou navrzeny a provadény tak,
aby riziko Sifeni infek&niho viru bylo minimalizovano,

pro praci s GMO budou pouZity laboratofe a skladovaci prostory, umistnéné
na pracovidti Ustavu molekularni atranslaéni mediciny (UMTM): 0.40 -
Mrazakova mistnost (tekuty N2), 2.21 - tkanové kultury BSL3,

vstup do v8ech laboratornich prostor UMTM je fizen pomoci pFistupovych karet
a je mozny vyhradné pfes hygienickou smycku. Laboratof a mrazakova mistnost,
ve kterych bude s GMO 3. kategorie nakladano, jsou umistnény za hygienickou
smyCkou. GMO prostory jsou vybaveny uzaviratelnymi plnymi dvefmi
s oznaCenim ,GMO - vstup povolen pouze proSkolenym osobam® a opatfeny
svym viastnim Cipovym zafizenim pro vstup, odpovidajicim po&tem germicidnich
zafivek a centralnimi rozvody plynt (dle potfeby N,, CO,, stlaeny vzduch
Ci vakuum). Laboratorni nabytek i podlahy jsou vyrobeny z omyvatelného,
chemikaliim vzdorného materialu. Laboratofe jsou vybaveny flowboxem,
rukavicovym boxem, inkubatorem, temperovanou tfepaCkou a dalSim béznym
laboratornim vybavenim (pipety, pinzety apod.),

laboratof pro biologické riziko stupné BSL3 (Tkanové kultury BSL3; 2.21): vstup
do laboratofe je Fizeny (Cipovou kartou) pfes mokrou hygienickou smycku
z mistnosti 2.28. Laboratof je u stropu vybavena centralné ovladanymi
germicidnimi  UV-lampami, povrchy stoll a pfistrojd jsou omyvatelné.
Tuto mistnost je mozné dekontaminovat plynem. Dekontaminace pouzitého
materialu bude probihat inaktivaci v parnim autoklavu. Okna jsou trvale uzaviena
a vzduchotechnika je opatfena dvojitym HEPA14 filtranim systémem. Laboratof
je rovnéz vybavena laminarnim boxem a rukavicovym boxem,

mrazakova mistnost (0.40): Vstup do mistnosti je fizen pomoci Cipovych karet.
Mistnost je vybavena kryozafizenim (7ks), slouzicim k uchovavani GMO nad
parami dusiku a 4 mrazicimi zafizenimi na -80°C,

v prostorech uréenych pro praci s GMO a vybavenymi okny je zakazano vétrat
(aby doSlo k vylou€eni pfenaseCu geneticky modifikovanych organismu, napfr.
hmyzu a hlodavcl) a cirkulace vzduchu je zajiStovana vyhradné pomoci
vzduchotechniky. Veskery kontaminovany material je desinfikovan a likvidovan
jako infekéni material (chemicka desinfekce, autoklav),

vSichni zaméstnanci nakladajici s GMO budou proskoleni pfed zahajenim prace
v BSL3 laboratofi, pro praci s GMO 3. kategorie pfed zahajenim nakladani,
véetné metod a postupld dekontaminace v pfipadé havarie. Platnost Skoleni
je 1 rok,

do vybranych prostor uréenych pro praci s GMO maji pfistup i pracovnici,
ktefi s GMO nepracuji. Tito pracovnici jsou pravidelné proSkolovani o pravidlech
prace v laboratofi, ktera naklada s GMO. Zaznam o tomto proskoleni je zakladan,
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pfipadné navstévy jsou pfed vstupem do GMO prostor rovnéz pouceny, o ¢emz
je proveden zaznam do sanitacni knihy,

pracovnici jsou opravnéni vstupovat do prostor pro praci s GMO a pracovat s nimi
v téchto prostorach pouze za splnéni nasledujicich podminek: jsou fadné
prosSkoleni pro tuto praci v souladu s planem proskolovani, pouZzivaji svrchni
ochranny odév (plast) &i laboratorni odév a jednorazové rukavice, nejsou pod
vlivem alkoholu, drog, halucinogennich latek nebo jakychkoli jinych latek,
které by mohly snizit jejich schopnost dodrzovat vSechny povinnosti pfi praci
s GMO, pfip. nepocituji stav, ktery by mohl tuto schopnost ovlivnit. Experiment,
ktery budou provadét, musi byt schvalen odpovédnou osobou.

pracovnici jsou pfi praci v uzavienych prostorach povinni dodrzovat zasady
osobni hygieny se zietelem k prevenci Sifeni GMO, tj. zejména jsou povinni i pfi
pouzivani rukavic a dalSich ochrannych pomuicek po ukon&eni prace pouzit
sprchu s desinfekénim mydlem. V pfipadé podezfeni na potfisnéni pokozky jsou
povinni tuto bezodkladné oSetfit desinfekEnim aerosolem nebo otfenim 70%
etanolem, po kterém nasleduje ddkladné umyti desinfekénim mydlem.
Pfi podezfeni na potfisnéni ochranného plasté GMO jsou povinni tento tentyz den
bezodkladné po ukonceni prace nebo pfi vyrazném potfisnéni ihned odlozit
do nadoby pro shromazdovani ochrannych odévd,

pfi praci s GMO jsou pracovnici povinni dodrzovat postupy, uvedené v provoznim
fadu. Po ukonCeni pracovni cinnosti jsou pracovnici povinni oSetfit vSechny
povrchy, které mohly byt kontaminovany GMO, vhodnym desinfekcnim roztokem.
Déle jsou povinni zapnout nejméné na 1 hodinu germicidni UV-lampy,
pouzité osobni ochranné pomucky odlozit do uzavienych pytli na infek&ni odpad
Ci desinfekénich roztok a pfi vychodu z GMO laboratofe pouzit sprchu
s desinfekénim mydlem,

pracovnici jsou povinni dbat obecnych pravidel bezpeénosti prace, zejména
neponechavat plamen kahanu bez dozoru. Pokud nebude pouzivan kratsi dobu,
pfevadét plynovy kahan na svitivy plamen a pokud nebude pouzivan delSi dobu,
je nutné bezodkladné uzavirat pfivod plynu a dbat na bezpeCnou manipulaci
s hoflavinami a elektrickymi pfistroji,

pracovnici jsou pouceni, kde se nachazi hlavni uzavér vody, plynd a hlavni
elektricky jisti€. V pfipadé pochybnosti o funk&nosti nebo pfislusnosti uzaveéra
je nutné bezodkladné informovat pohotovostni havarijni sluzbu FN Olomouc,
kl. 98-4217,

na pracovisti je zejména zakazano jist, pit a koufit v prostorach laboratore,
privadét navstévy bez souhlasu osoby odpovédné (Ci osoby ji povéfené),
vpoustét do prostor laboratofe zvifata, péstovat v nich rostliny a provadét jakékoli
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dalsi Cinnosti, u kterych Ize pfedpokladat riziko rozSifeni GMO mimo urCeny
prostor manipulace,

pracovnici pouzivaji k osobni ochrané jednorazové rukavice a ochranny odév
(plast). PFi praci s GMO ve 3. kategorii rizika jsou pracovnici povinni nosit
jednorazovy plast, ktery pfi odchodu z laboratofe likviduji jako biologicky odpad.
Pracovni pomucky odpovidaji zavaznym pracovnim postupum,

povéfena osoba vede evidenci ulozenych GMO a jejich mnozstvi. GMO mohou
byt vyzvednuty z mraziciho zafizeni pouze se souhlasem odpovédné/povérené
osoby za ucCelem provedeni naplanovaného a schvaleného experimentu
nebo za ucelem likvidace,

kultivace GMO - pfiprava transgennich GMO a jejich kultivace probiha vyhradné
v laboratofi 2.21, dle Zadosti o nakladani s GMO 3. kategorie rizika.
Pfed zahajenim prace se pracovnik presvedci, jestli je fadné zajiSténo uzavieni
mistnosti a jestli ma pfipraveny vSechny pomlcky a pfistroje potfebné
pro spravny prubéh nakladani s GMO a pfip. pro likvidaci havarie (viz havarijni
plan). Prace probiha v boxu a veSkery pouzity material je chemicky inaktivovan
avkladan do nadob pro prekladaci autoklav. VSechny pfristroje, prostory
a opakované pouzivany material jsou dle vhodnosti desinfikovany 70% etanolem
Ci jinym vhodnym pfipravkem (Savo, Persteril apod.) ¢&i autoklavovanim,
v laboratofi Ize rovnéz vyuzit plynnou desinfekci. V pfipadé potfeby uchovani
(zamrazeni) jsou GMO pfenaseny v zamrazovacich zkumavkach, umistnénych
do nepropustného obalu, do mistnosti ¢. 0.40. Obaly jsou ihned po pouziti
desinfikovany,

vyCet a mnozstvi GMO - Celkové mnozstvi pfipraveného GMO: pro transfekci
tfi 100 ul lahviek bude pouzito 10 x 106 parazitl tyden péstované kultury
Leishmania braziliensis resp. Leishmania major. Pro transfekci bude pouzito
10 ug plazmida pro fluorescenéni reportérové proteiny. Transfekce bude
provedena elektroporaci se dvéma impulsy 10 ms a napéti 1400V. Nasledné
budou kultivovany v pfitomnosti selektivniho antibiotika po dobu 3 dnl ve tfech
malych lahvich pro tkanové kultury o objemu 10 ml. Po uplynuti této doby budou
pouzity pro experimenty. 10 lahvi¢ek patogenl bude zamrazeno a uchovavano
v kapalném dusiku, v prostorech pro skladovani GMO,

GMO pouzivané na pracovisti jsou uchovavany ve vhodném médiu (kultivacni
medium Ci zamrazovaci medium): v lednici, pfi cca 4°C (mistnost ¢. 2.21),
v mrazicim pultu, pfi cca - 20°C (mistnost €. 2.21) v mrazicim zafizeni,
pfi cca 80°C ¢i nad parami dusiku (mistnost €. 0.40),

vesSkeré odpady i jiny material vychazejici z laboratofe bude inaktivovan aplikaci
desinfek¢éniho prostifedku a naslednym autoklavovanim. GMO ur€eno k likvidaci

je nejprve inaktivovano vhodnym pfipravkem (Savo, Persteril apod.) a nasledné
v uzavieném obalu autoklavovano,
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pevné odpady, u kterych je podezieni nebo jistota kontaminace GMO, jsou
po jejich desinfekci (autoklav Ci vhodny desinfekéni prostfedek — Incidur, Savo,
Persteril) shromazdovany v oznacenych pevnych PE pytlich, které jsou pevné
uzavieny a predany k odstranéni jako odpad 180203 Katalogu odpadd (Odpady,
na jejichz sbér a odstrafiovani nejsou kladeny zvlastni pozadavky s ohledem na
prevenci infekce). Finalni odstrafiovani provadi FN Olomouc, v niz je UMTM
situovan, dle Smérnice Sm-K001 o nakladani s odpady,

po kone¢ném odstranéni musi mit odpad katalogové Cislo, pod které je povinen
puvodce odpad zarfadit (napf. po autoklavovani lze zafadit jako k. ¢. 18 01 04 —
ostatni odpad). Odpad z GMO musi byt oznacen katalogovym Cislem a symboly
dle vyhlasky 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady, v platném znéni
a neni mozné jej odstrafiovat jako ,biologicky odpad“ (biologicky odpad
neexistuje, proto neni mozné jej ukladat do nadob pro biologicky odpad),

tekuté odpady v nadobach jsou bud smiSeny s odpovidajicim mnozstvim
dezinfekéniho prostfedku (Savo), nebo pokud to neni mozné, jsou uzaviené
shromazdovany v kontejneru a sterilizovany parnim sterilizatorem. Dale budou
odstrariovany do kanalizace uréené pro chemicky a laboratorni odpad. Uginnost
zneSkodnéni GMO je kontrolovana 2x ro¢né, kultivaci se selekénimi antibiotiky,

misto ulozeni dokumentace o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy
vedené podle § 19 pism. b) zakona: vesSkera dokumentace je ulozena pfimo
v Ustavu molekularni a translaéni mediciny LF UP, Hnévotinska 5,
779 00 Olomouc,

evidence o provozu zafizeni je vedena v nasledujicich knihach:

1/ RegistraCni karty - ke kazdému typu GMO je vedena Cislovana registracni
karta, do které jsou pracovnici povinni zaznamenavat chronologicky jednotlivé
experimenty s GMO s uvedenim nasledujicich udaji: data nakladani, osoba(y)
provadéjici nakladani, mnozstvi pfipraveného GMO materialu (objem
u bakterialni kultury, pfiblizny pocet bunék u bunécné linie), oznaceni
experimentu - struéna charakteristika a popis experimentu (odkaz na standartni
operacni postup), popfipadé odkaz na podrobnéjSi zaznam experimentu
v laboratorni dokumentaci pracovnika, pfipadné udaje o jakychkoli mimoradnych
udalostech v pribéhu experimentu a o jejich feSeni s podpisem odpovédné
osoby podle bodu 4, &i osoby ji povéfené. Dale eviduje mnoZstvi a typ materialu
uskladnéného pro dalSi pouziti i udaje o tom, jaky material byl pouzit a v jakém
mnozstvi.

2/ Sanitani kniha - v sanitaéni knize je osoba povéfena sanitaci povinna
zaznamenavat chronologicky jednotlivé provedené sanitace s uvedenim
nasledujici udaju — datum sanitace, zplsob a rozsah provedeni sanitace (pouzity
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desinfekeni prostfedek, doba pusobeni germicidnich lamp), v pfipadé mimofadné
sanitace jméno a podpis pracovnika, ktery o sanitaci rozhodl, divod provedeni
této sanitace a podpis odpovédné osoby €i osoby ji povéfené. V sanitaCni knize
jerovnéz odpovédna osoba povinna zaznamenavat datum a vysledek
namatkovych a pravidelnych Ctvrtletnich kontrol funkénosti a pouzivani
zabezpecCovacich prvkl, kazdy zapis je doplnén podpisem odpovédné osoby
podle bodu 4, i osoby ji povéfené,

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 boxu, provadénych sanitaci a dalSich zalezitosti
tykajicich se chodu BSL3 jsou vedeny v provoznim deniku,

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 pokynu vedouciho BSL3 laboratofe nebo jim
povéfeného pracovnika, v jejichz prostorach udrzbu provadéji. Musi byt vzdy
doprovazeny pracovnikem proskolenym pro praci s GMO. Pracovnici povéfeni
zodpovédnou osobou (€i osobou ji povéfenou) jsou povinni provadét zejména tyto
Cinnosti pfi udrzbé: odmrazovani ledniCek a mrazakl, aby byla zajisténa jejich
ucinnost, provadét udrzbu bézného zafizeni a odstranovani nedistot, desinfikovat
pracovni plochy a provadét sterilizaci flowboxu,

externi pracovnici provadeéjici servis a udrzbu jsou poucCeni o praci v GMO
laboratofi a vybaveni stejnymi ochrannymi pomuickami, jako bé&zni pracovnici,
vCetné jednorazovych navlekl a jednorazového plasté. Naradi a vyménné
pracovni dily jsou desinfikovany vhodnym pfipravkem (Savo, lih, incidur, persteril)
Ci sterilovany v parnim autoklavu,

Dalsi podminky nakladani stanovené podle § 5 odst. 10 zakona

Univerzita Palackého v Olomouci musi vsouladu s § 19 pism. c) zakona
kazdoroCné predat ministerstvu v listinné a elektronické podobé vzdy k 15. unoru
kalendainiho roku prehled geneticky modifikovanych organismu, udaje o jejich
mnozstvi, o zplsobu nakladani s nimi a vyjadfeni k pfezkoumani hodnoceni rizika
za uplynuly kalendaini rok a v souladu s § 19 pism. d) zakona zaslat do 60 dn(
od ukonceni nakladani s GMO zavéreCnou zpravu o prubéhu, dusledcich této
Cinnosti, zejména s ohledem na rizika ohroZeni zdravi a zZivotniho prostfedi.

Univerzita Palackého v Olomouci musi v souladu s § 19 pism. h) zakona
poskytnout spravnim organam (Ministerstvo Zivotniho prostiedi, CIZP) podle § 28
a § 31 az 33 soucinnost pfi kontrole prostorl a zafizeni ur€enych k nakladani
s GMO nebo prostort a zafizeni, v nichz k tomuto nakladani dochazi nebo muze
dochazet, vCetné poskytnuti pisemnosti a kdykoliv v pribé&éhu nakladani strpéni
bezuplatného odebirani vzorkd pro kontrolni ucely.
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Uéel nakladani

Cilem studie a jednim z pFistupd ve vyvoji u€innych terapeutickych opatfeni
je identifikovat aktivni slou¢eniny uvnitf infikovanych lidskych bunék za pouZiti in vitro
testl, vyuzivajicich parazity obsahujici reportérové fluorescenéni proteiny.

PfedloZena studie je zaméfena na identifikaci novych Iékovych slou€enin s aktivitou
proti Leishmania braziliensis a Leishmania major. Jedna se o soucast dlouhodobého
spole¢ného projektu na vyvoj uc€innych terapeutickych opatfeni proti leishmanidze.

Hledani novych potencialnich Ié€Civ je jednim z pfistupl ke zvladnuti této nemoci.
Pro jejich hledani je nezbytna identifikace aktivnich slou€enin za pouziti in vitro testu,
vyuZzivajicich parazity obsahujici reportérové fluorescenéni proteiny. Pro tyto cile
je potfeba vyvinout transgenni Leishmania braziliensis a Leishmania major
exprimujici fluorescencni reportérové proteiny, coz umozni relativné rychlé vytipovani
nadéjnych slou€enin inhibujicich rast Leishmanie.

DalSi pozadavky na oznaceni

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

Misto uzavieného nakladani

Ustav molekularni a translaéni mediciny, Lékarska fakulta Univerzity Palackého
v Olomouci, Hnévotinska 5, 779 00 Olomouc, planuje uzaviené nakladani s vyse
uvedenymi GMO v laboratofi pro biologické riziko stupné BSL3 (Tkarnové kultury
BL3; 2.21) do které je vstup fizeny (Cipovou kartou) pfes mokrou hygienickou smycku
z mistnosti 2.28., a v mrazakové mistnosti (0.40) do které je vstup téz fizen pomoci
Cipovych karet (kryoprezervace - tekuty dusik).

Pozadavky na monitoring a podavani zprav o jeho vysledcich

Radné planované kontroly jsou provadény odpov&dnou osobou (&i osobou
ji povéfenou) Ctvrtletné a zahrnuji celkovou kontrolu prostoru a kontrolu dodrzovani
provozniho fadu a havarijniho planu. Kontrola vyskytu GMO v prostfedi laboratofe
(povrchy pracovnich stolu, pouzivané nadoby, pipety, podlahy a stény)
je kontrolovana systematicky, stérem a kultivaci kultivaCnim mediu se selekénim
antibiotikem (nourseothricin), pfipadny narust je identifikovan pomoci PCR.

Je-li vysledek pozitivni, je provedena technicka kontrola funkénosti desinfekCnich
prostfedkll, provedeno Setfeni, zda jsou vSemi osobami dodrzovany zasady prace
s GMO a provedeno opatieni k napravé. Do té doby bude pozastavena veskera
manipulace s GMO. Mimoradné kontroly jsou provadény odpovédnou osobou
namatkové a dale vzdy pfi vyskytu pochybnosti o dodrzovani predpist o nakladani
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s GMO, jsou zaméfeny podle potfeby. Minimalné 1x za dva roky je provadéna
validace biohazard boxu Il. tfidy.

VSechny projevy jakychkoliv nezadoucich u€inki a nestandardnich situaci
vyplyvajicich z uzavifeného nakladani s GMO budou okamzité nahlaSeny
ministerstvu a pfisluSnym aradum.

Doba platnosti povoleni

Doba nakladani s GMO je od doby nabyti pravni moci rozhodnuti MZP do konce roku
2019.

Oduvodnéni

Dne 22.kvétna 2017 byla doruéena na MZP Zz&adost Lékarské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci, Ustavu molekularni a translaéni mediciny,
se sidlem Hnévotinska 5, 775 15 Olomouc, (dale jen ,zadatel”), o udéleni povoleni
k uzavienému nakladani s geneticky modifikovanymi organismy ve 3. kategorii rizika
(Leishmania braziliensis a Leishmania major). Tato zadost byla evidovana pod
&.j. MZP 34835/ENV/17.

Ministerstvo zZivotniho prostfedi posoudilo vySe uvedenou zZadost a dne 25. kvétna
2017 jipodle § 5 odst. 4 zakona zaslalo k vyjadfeni Ministerstvu zdravotnictvi,
Ministerstvu zemédélstvi a Olomouckému kraji. MZP neobdrzelo zadné vyjadreni
vefejnosti ve smyslu § 5 odst. 6 zakona. Zadost v elektronické podobé& byla téz
zaslana k posouzeni Ceské komisi pro nakladani s geneticky modifikovanymi
organismy a genetickymi produkty (CK GMO) a uréenym odbornym posuzovateldim.

Univerzité Palackého v Olomouci bylo zaslano potvrzeni o pfijeti zadosti dne
25. kvétna 2017.

Dne 25. 8ervna 2017 vydala své stanovisko k zadosti CK GMO. Ve svém stanovisku
uvedla, zZe je nutné z formalniho hlediska doplnit v textu zadosti informace o zdroji
plazmidu (vektoru), ktery ma byt pouzit ktransformaci hostitele a o pouzité
gm bakterii Escherichia coli, v pfilohach hodnoceni rizika a v havarijnim planu neni
specifikovano, které vyvojové formy prvoka budou kultivovany a neni uveden mozny
nasledek havarie. V hodnoceni uc€inkG pfimych a okamzitych, v hodnoceni
opozdénych nebo kumulativnich G&inkl je riziko infekce odhadovano jako nizké
a proto je nutné tyto udaje prehodnotit. Chybi hodnoceni moznosti pfenosu pfijemce
— tedy patogenniho organismu. Chybi hodnoceni vlivu a plsobeni vektor pfenosu
(hmyz) a chybi popis bezpetného transportu a ulozeni GMO. V popisu pracovisté
chybi umisténi autoklavu, na ktery je v materialech odvolavka v souvislosti
se standardni likvidaci odpadl. Nelze tedy posoudit, zda zpUsob likvidace vyhovuje.
Neni uvedeno, zda prostory uréené jsou pro nakladani s GMO klasifikované cCisté
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prostory. Je nutné doplnit, zda je provedena kvalifikace a validace systému
vzduchotechniky a provéfit, zda pro pracovisté zafazené do kategorie BSL3
je vybaveni ochrannymi pomlckami dostate¢né. Dale je tfeba popsat jakym
zpusobemn jsou feSeny plynné odpady (klimatizace, HEPA filtry) a doplnit Udaje
0 zaznamech provedenych kontrol na pfitomnost GMO.

Ministerstvo zdravotnictvi podanim doru¢enym MZP dne 26. ervna 2017 uvedlo,
Ze je nutné pro zajisténi bezpecného odstranéni a minimalizaci rizik z odpadu
prepracovat nakladani a zarazeni odpadiu GMO ve vSech dokumentech dle zakona
0 odpadech, zvysit €etnost kontroly ucinnosti dekontaminace na 4x za rok a nahradit
termin ,vyroba“ terminem ,pfiprava®, nebo uplné vypustit.

Na zakladé zjisténych nedostatki v zadosti byla Univerzita Palackého v Olomouci
vyzvana K jejich odstranéni dle zaslanych pfipominek a zaroven bylo vydano
usneseni o pferuseni fizeni ve véci Zadosti do doby odstranéni vad podané Zadosti,
nejpozdéji do 30 dnu ode dne doruceni tohoto usneni.

Dne 14. &ervence 2017 byla na MZP dorudena zadost Univerzity Palackého
v Olomouci o prodlouzeni terminu uréeného k odstranéni nedostatkl v zadosti
o jeden mésic z duvodu perzonalnich zmén na pracovisti i dovolenym v pribéhu
prazdnin. Puvodni termin je pfilis§ kratky pro to, aby byly zménové dokumenty
zaslany v odpovidajici kvalité. MZP tuto Zadost na zakladé uvedeného zdGvodnéni
akceptovalo a stanovilo termin k zaslani opravené a doplnéné zadosti do 31. srpna
2017.

Dne 8. srpna 2017 MZP upozornilo dopisem Univerzitu Palackého v Olomoudi,
Ze pokud v poskytnuté Ihtté neodstrani nedostatky Zadosti, které brani pokracovani
v fizeni, bude fizeni o Zadosti podle § 66 odst. 1 pism. c¢) spravniho fadu usnesenim
zastaveno.

MZP dne 31. srpna 2017 obdrzelo Zadost upravenou dle zaslanych pfipominek
a konstatovalo, Ze pfipominky a doporuceni odbornych posuzovateld na doplnéni
byly akceptovany.

Dne 25. zafi 2017 zaslalo Ministerstvo zdravotnictvi pfipominku k opravené Zadosti,
ktera se tykala doporuCeni o nakladani s odpady. Tato pfipominka byla zapracovana
do rozhodnuti MZP.

MZP dne 8. zafi 2017 zaslalo v souladu se zakonem &. 634/2004 Sb., o spravnich
poplatcich, Zadateli vyzvu k zaplaceni spravniho poplatku za vydani povoleni
k uzavienému nakladani s GMO 3. kategorie rizika.

Dne 11. fijna 2017 zadatel pozadovanou &astku zaplatil a zaslal MZP informaci
a potvrzeni o zaplaceni spravniho poplatku.
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Vzhledem k tomu, ze zadost o udéleni povoleni k uzavienému nakladani s GMO
3. kategorie rizika (pfiprava transgennich prvoka Leishmania braziliensis
a Leishmania major exprimujicich fluorescencéni reportérové proteiny a vypracovani
metodiky pro naslednou in vitro identifikaci novych lékovych slouc€enin), po vSech
upravach a doplnéni vyhovuje ustanovenim zakona a jeho provadécich predpisu
a nakladani v rezimu 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 a CK GMO,
adal$im vySe uvedenym skutednostem, vydava MZP Zadateli povoleni
k uzavienému nakladani s GMO 3. kategorie rizika (pfiprava transgennich prvoku
Leishmania braziliensis a Leishmania major exprimujicich fluorescenc¢ni reportérové
proteiny a vypracovani metodiky pro naslednou in vitro identifikaci novych lékovych
sloucenin).

Pouceni

Proti tomuto rozhodnuti je mozno podle § 152 odst. 1 zakona ¢. 500/2004
Sb., spravni fad, podat do 15 dni od jeho oznameni rozklad, o némz rozhodne
ministr Zivotniho prostfedi, ato podanim adresovanym Ministerstvu Zivotniho
prostiedi, VrSovicka 65, 100 10 Praha 10.

Ing. Karel Blaha, CSc.
feditel odboru

Toto rozhodnuti obdrzi:

A. Ugastnik Ffizeni do vlastnich rukou:
Univerzita Palackého v Olomouci, se sidlem Kfizkovského 8, 771 47

Olomouc, pracovi$té LF UP Olomouc, Ustav molekularni a translaéni
mediciny, Hnévotinska 5, 779 00 Olomouc

B. Na védomi:
1. Ministerstvo zdravotnictvi
2. Ministerstvo zemédélstvi
3. Olomoucky kraj
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