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RIZIKOS ZMOGAUS SVEIKATAI BEI APLINKAI JVERTINIMAS

GMM aprasymas
1. GMM sukurty naudojant bakterikas, mieles ir retrovirusines ir lentivirusines daleles,
rizikos vertinimas

1.1. GMM aprasymas
Rekombinantiniy mikroorganizmy Su atitinkamomis genetinémis charakteristikomis aprasai
pateikti PraneSimo skyrelio lenteléje Nr. 9.1.1, eukariotiniy lasteliy linijos ir jy charakteristikos
pateiktos 9.1.2 lenteléje, 0 vektoriai su jterptais genais, apraSyti PraneS§imo skyrelyje Nr. 9.2.1
lenteléje.

1.2.GMM panaudojimo tikslai
GMM bus panaudojami genetinei medZiagai pagausinti ir véliau ta pagausinta genetiné medziaga
bus jvedama j zinduoliy lasteles tiesiogiai transfekcijos budu ar pagaminant virusines daleles ir
jomis infekuojant eukariotines lIgsteles. Tokiu biidu bus gaunamos stabilios eukariotinés Igsteliy
linijjos ekspresuojancios perprogramavimo faktorius ar florescujancius balymus. Taip pat
panaudojant GMM, bus i$gryninti ir charakterizuojami jvairts eukariotiniai baltymai, kurie véliau
bus naudojami moksliniuose tyrimuose (baltymy fiziko-cheminiy savybiy ir funkcijy tyrimai,
antikliny gamyba ir kita).
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1.3. GMM sukeliamy pavojy identifikavimas
1.3.1. Recipientai

Planuojami naudoti bakterijy ir mieliy recipientiniai kamienai yra nepatogeniski, netoksiski,
nevirulentiski, nepavojingi Zmogui, gyviinams ar augalams. Sie bakterijy recipientai nesidaugina
savarankiSkai gamtoje ir jiems reikalingos specifinés mitybinés terpés.

Retrovirusiniai ir lentivirusiniai vektoriai patys savaime nekelia pavojaus. Tik jvedus tuos DNR
vektorius ] 293T lasteles kartu su dar 3 papildomais vektoriais, koduojanciais virusinius
komponentus (gag, pol, env) gali pasigaminti virusinés dalelés. Virusiniy daleliy stabilumas yra
gana trumpas, nes jose esanti genetiné RNR informacija aplinkoje, kitoje nei lastelé, greitai gali
buti pazeista d¢l toje aplinkoje esanciy nukleaziy. Virusinés dalelés bus naudojamos norint jvesti
genus ] zmogaus fibrolastus ar odos epitelio lgsteles.



1.3.2. Jterpiama genetiné medZiaga
Genetiné medziaga, kuri baty jterpiama, tai literatiiroje aprasyti genai, kurie koduoja lgsteliy
struktiirinius bei reguliatorinius baltymus, skirtus lasteliy perprogramavimui (Sox2, Nanog, Myc,
Oct4) bei florescuojanéius baltymus EGFP, RFP, YFP. Sie genai ar jy produktai nepasizymi
kokiomis nors zinomomis toksiSkomis savybémis.

1.3.3. Vektoriai
Naudojami vektoriai yra aprasyti literatiiroje ir gana placiai naudojami bei prieinami vektoriy
duomeny ir nekomercinio pasidalinimo duomeny bazése (pvz., ATCC, Adgene, Pubmed).
Informacija apie juos pateikta Pranesimo 9.2 skyrelio lenteléje Nr. 9.2.1. Paciy vektoriy stabilumas
kambario temperatiiroje yra trumpalaikis. Jie gali gana greitai degraduoti ir prarasti savo savybes
del fizikocheminiy poveikiy ar esanc¢iy aplinkoje nukleaziy. Todél ilgesniam jy iSlaikymui jie
talpinami j -20C ar -80C saldiklius, tam skirtose patalpose. Visi vektoriai padauginami jterpiant
juos | bakterijas E.coli. Véliau vektoriai naudojami eukariotiniy lasteliy transfekcijai ar
transdukcijai.

1.3.4. Gauti GMM
Panaudojant vektorius ir recipientus, bus gaunami rekombinantiniai bakterijy ar, mieliy kamienai.
Taip pat bus pagaminamos stabilios zinduoliniy lasteliy linijos.
Vektoriai suteikia GMM atsparumg tam tikriems antibiotikams. Todél auginant terpése su
antibiotikais selektyviai iSauginami tik norimi GMM. Esant tam tikram DNR vektoriy
nestabilumui, automatiSkai Ziiva ir pats pagamintas GMM organizmas, nes jo funkcionavimui
bitinas ir antibiotikus koduojancio geno stabilumas. Pagaminti GMM bus padauginami ir i$ jy
iSkiriamas didelis kiekis vektoriaus DNR.
Esant poreikiui, E.coli ir S.cerevisiase bus naudojami ir tikslinei baltymy ekspresijai. Tokiu atveju
sunaikinus GMM bus i$skiriamas ir charakterizuojamas reikiamas baltymas, fermentas ar kitas
komponentas, nebeturintis mikroorganizmui ar vektoriui bidingos genetinés informacijos.
Tiek isskirta DNR ar tiksliniai baltymai, naudojami tolimesniuose darbuose su zinduoliy lastelémis
ir yra netoksiski, nealergiSki, nepatogeniniai.
Panaudojant retrovirusinius ir lentivirusinius vektorius bus pagaminamos virusinés dalelés,
kuriomis infekuosime Zzinduoliy lgsteles (293T Igstelés, zmogaus odos fibroblastus). Gautos
stabilios lasteliy linijos turinios perprogramavimo faktorius (Sox2, Nanog, Myc, Oct4) ar
florescuojancius baltymus (GFP, RFP, YFP) bus naudojamos lgsteliy diferenciacijos tyrimuose ir
3D kultiiry modeliuose.

1.3.4.1. Galimas poveikis Zmogaus sveikatai
Pasaulio laboratorijose atlikti tyrimai rodo, kad tie patys misy planuojami naudoti vektoriai,
recipientai ir GMM  (bakterijos, mielés) neturi jokio zalingo poveikio Zmogaus sveikatai ir
priskiriami 1 klasei.
Planuojamos sukurti virusings retrovirusy ir lentivirusy dalelés yra priskiriamos 2 klasei.
Virusinés dalelés potencialiai gali infekuoti Zmogy ar gyviinus, jei buty tiesioginiame fiziniame
kontakte (paklitity ant odos ar gleivinés, ar i krauja). Taciau, net ir tokiu atveju, pakliuve i lastele
ar organizma, virusai jau nebegali savarankiSkai pasidauginti ir plisti nei tarp lgsteliy, nei 1§ vieno
infekuoto organizmo ] kita, nes virusai yra genetiSkai modifikuoti (neturi pagrindiniy
reguliatoriniy geny ir vieno 3° LTR promotoriaus, reikalingo tam, kad virusas pats savarankiskai
daugintysi). Tokie virusai gali jterpti tik savo geneting informacija j infekuotos Iastelés genoma.
Tai i$Saukia papildomg rizikg, kad virusas pazeis tam tikrus genus atsakingus uz lasteliy
dauginimasi ir t3 lastele transformuos. Tai yra grynai tikimybinis dalykas ir kadangi virusas



integruojasi atsitiktinai genome, negalima i§ anksto numatyti ar bus kazkokios papildomos
pasékmés, nes didelé dalis genomo nekoduoja jokiy baltymy. Dazniausiai viruso integracija biina
be pasekmiy, bet literatliroje yra aprasyti atvejai, kai naudojant virusus geny terapijai buvo sukelta
leukemija. Taciau reikia pazyméti, kad tais apraSytais leukemijos atvejais buvo pacientai su
imunodeficitu bei 18 jy i$skirtos kauly ciulpy CD34+ Igstelés, kurios pacios dauginasi greitai ir yra
jautresnés jvairioms manipuliacijoms. Duotuoju atveju, laikantis visy saugumo reikalavimy,
aprasyty standartinése darbo procediirose, virusiniy daleliy iSplitimas ir infekcijos rizika yra
minimali. Todél pateiktas rizikos jvertinimas yra daugiau hipotetinis (kas buty, jei buty) ir
jmanomas tik tada, jei asmuo, dirbantis su virusinémis dalelémis, nesilaikyty ar grubiai pazeisty
saugaus darbo reikalavimus.

1.3.4.2. Galimas poveikis gamtai

Visos manipuliacijos su vektoriais, recipientais ir GMM bus atliekami tik tam skirtose uzdarose
patalpose, neturin¢iose kontakto su aplinka ir patekimas j patalpas yra tik su asmeninémis ID
kortelémis.

Po darbo tiek atliekos, tiek nereikalingi GMM bus sunaikinami ir jokio kontakto su aplinka nebus.
nukenksminamos. Bus vengiama astriy ar kity fizinj ktino pazeidimg iSaukian¢iy priemoniy darbe
su GMM, tam, kad uzkirsti kelig dirbanc¢iyjy infekcijoms, esant nelaimingam atsitikimui. Ivykus
nenumatytai avarinei situacijai, yra paruostas veiksmy planas, kaip sumazinti bet kokia GMM
kontakto su aplinka galimybe.

1.3.5. Sukurty GMM Kklasifikacija
Eksperimentuose planuojama naudoti geneting medziaga, kuri kilus tiek i§ 1, 2 tiek i$ 3 klasés
organizmy (pavienés, atskiros retrovirusy genomo reguliatorinés dalys - LTR, bet ne visas
baltymus koduojantis virusinis genomas). Kadangi darbai bus vykdomi 2 saugumo lygio
laboratorijose, patekimas j kurias galimas tik su ID kortele, mokslinés laboratorijos darbui su
GMM bus pazymeétos kaip 2 biosaugumo lygio laboratorijos bei kaip vieta, kur dirbama su GMO.
Visi dirbantys tose laboratorijose bus susipazing su pagrindinémis SDP ir kitais darbg su GMO
reglamentuojanciais saugumo ir teis¢s aktais, dirbanciyjy atsakomybe ir informavimo apie bet
kokius nelaimingus atsitikimus bitinybe. Visa informacija apie naudojamus ar naujai sukurtus
GMM bus registruojama tiek elektroninése duomeny bazése, tiek darbo Zurnaluose. Taip pat dalis
tos informacijos bus skelbiama mokslinése publikacijose bei perduodama j Aplinkos ministerijg.

1.3.6. Galimy pavojy jvertinimas

1.3.6.1. Salygos, kuriy privaloma laikytis
Dirbant su GMM bus laikomasi tiek bendriijy darbo saugos reikalavimy, tiek specifiniy
standartiniy darbo procediiry, kurios apriboja tiek Zmoniy, tick medziagy patekima j specializuotas
laboratorijas bei reglamentuoja GMM saugojimg ir saugy atlieky utilizavima.

1.3.6.2. GMM Kiekiai ir auginimo tiriai
Numatomuose eksperimentuose planuojama auginti bakterijas ir mieles tiiryje nuo keliy Simty
mikrolitry iki 5 litry, tieck mégintuvéliuose, kolbos, tiek fermentatoriuose. Gaminant retrovirusines
ar lentivirusines daleles planuojamas turis iki 50ml uzdaruose, neissipilanciuose ir nediiztanciuose
plastikiniuose flakonuose. Véliau tas virusy turintis supernatantas bus panaudojamas norimy
zinduoliniy lasteliy infekcijai, tokiuose pat saugiuose vienkartiniuose flakonuose, kurie po



kontakto su virusinémis dalelémis bus iSautoklavuojami. Visos procediiros atlickamos tik tam
pritaikytuose laminaruose 2 saugumo lygio laboratorijose.
1.3.6.3.  Auginimo salygos

Bakterijos, mielés bus auginamos 0.1 — 2.0 L kolbose 25-37°C temperatiiroje 24-36 val.
Eukariotinés somatinés lgstelés ar specifinés lasteliy linijos produkuojancos virusines daleles bus
auginamos 1-10ml taryje iki 72 val +37°C tam skirtose 2 saugumo lygio laboratorijose ir CO2
inkubatoriuose, o persé¢jamos ir apdorojamos laminaruose.

1.3.6.3.1. Poveikis i darbo aplinka
Visos procediiros dirbant su GMM yra reglamentuotos esamy SDP ir GMM kontaktas galimas tik
su laboratorine aplinka. Esant kazkokiam fizinlam GMM kontaktui su pavirSiais, numatytos
atitinkamos dezinfekcinés procediiros. Visos kietos ir skystos biologinés atliekos surenkamos tam
skirtuose plastikiniuose autoklavuojamuose maisuose ir inaktyvuojamos autoklavavimu. Kadangi
tiek bakterijos, tieck mielés ar virusai aplinkoje neiSgyvena, tai neigiamas poveikis darbo aplinkai
yra minimalus ir nebent jmanomas esant nenumatytam nelaimingam atsitikimui. O poveikio
iSorinei aplinkai i§ viso neturéty buti.

1.3.6.3.2. Jautriy planuojamiems GMM rusiy biivimas aplinkoje
Eksperimentuose nenumatomas darbas nei su gyviinais nei su augalais. Yra tik fizinio kontakto
tarp naudojamy GMM ir zmogaus, tiesiogiai dirban¢io su GMM, galimybé. Bet laikantis SDP ir
naudojant apsaugines pirstines, akinius ir chalata, tiesioginio fizinio kontakto bus iSvengta. Be to
darbuotojams, ka tik persirgus rimtomis ligomis ar esant zinomiems imuninés sistemos
sutrikimams, bus rekomenduojama nedirbti su GMM.

1.3.6.3.3. Ar aplinka gali padéti iSgyventi sukurtiems GMM?
Aplinka, kuri yra ne laboratoriné, nepadeda GMM isgyventi, o grei¢iau priesingai, stabdo GMM,
kurie yra jautriis aplinkos pokyciams, papilitimg. Planuojami naudoti vektoriai, recipientai ir
GMM yra jautriis aplinkos pokyc¢iams ir jy konkurencinés savybés natiiralioje aplinkoje buty
minimalios.

1.3.6.3.4. Fizinis poveikis i aplinka
Nenumatomas joks fizinis poveikis aplinkai.

1.3.6.4. Atlieky nukenksminimas ir utilizacija
Kiekvienas dirbantis su GMM privalo dévéti laboratorinj chalata, vienkartines pirStines ir
apsauginius akinius. Laboratorijose esantys darbiniai pavir§iai yra atspariis cheminéms medziagos
ir vandeniui. Nuo jy nesunkiai turi nusivalyti visos matomos démés ar bet kokia patekusi biologiné
medziaga. Manipuliacijos su GMM atlieckamos laminaruose, turin¢iuose UV lempas. GMM
saugomi +4°C Saldytuvuose (l¢kStelés apvyniojamos parafilmu, o skysta GMM kultiira uzdaruose
vienkartiniuose induose) ir -20°C ar -80°C saldiklivose kriomégintuvéliuose ir tam skirtose
dézutése. Dezinfekcijai naudojami 70% etanolio ar izopropanolio tirpalas ir hipochloritiniai
tirpalai (12.5% tirpalas skiedziamas 1:10 su vandeniu ir gaunamas darbinis 1.25% tirpalas, kuris
gali buti laikomas iki 30 dieny) ar kiti komerciskai prieinami ir validuoti dezinfektantai. Kultury
skysciai po darbo su GMM surenkami ] tuos pacius kultiroms iSauginti naudotus stiklinius indus,
kurie autoklavuojami (121°C, 20 min, 1 baro atmosferoje). Visos kietos medziagos (antgaliai,
vienkartiniai plastmasiniai mégintuvéliai) taip pat autoklavuojami. Visas biologines medziagas
i8veza 1§ JIMC pagal biologiniy medziagy nukenksminimo sutarti UAB ,,Ecotopas*.
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1.4. Galutinis apribojimo klasés nustatymas



Bakterijy, mieliy ir eukariotiniy zinduoliniy lasteliy recipientai ir jy vektoriai priskiriami 1-ai
klasei. Retrovirusinés ir lentivirusinés dalelés ir Igsteliy linijos, skirtos virusiniy daleliy gamybai
priskiriamos 2 klasei. Genetiné medziaga yra kilusi i§ organizmy priskiriamy 1, 2 ir 3 klaséms
(retrovirusiniy ar eukariotiniy vektoriy atskiri DNR elementai tokie kaip promotoriai ar
reguliatorinés sekos). Darbuose planuojama naudoti genetiné medziaga priskiriama 2-apribojimo
klasei.

1.5. Galutinés iSvados patvirtinimas

Galutin¢ iSvada patvirtinama remiantis:

LR Aplinkos ministro jsakymu ,,Dél genetiSkai modifikuoty mikroorganizmy riboto naudojimo
Lietuvos Respublikoje tvarkos apraso patvirtinimo®, 2003-08-04, Nr.413, suvestiné redakcija nuo
2016-05-04.

Nustatyta GMM riboto naudojimo klasé pagal GMM Kklasifikavimo kriterijus, patvirtintus

Lietuvos Respublikos aplinkos ministro, Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos ministro ir
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2004 m. gruodzio 28 d. jsakymu Nr. D1-
693/V-954/B1-1107 ,,Dél genetiskai modifikuoty mikroorganizmy klasifikavimo kriterijy®.

LR socialinés apsaugos ir sveikatos apsaugos ministry jsakymu ,, Dél darbuotojy apsaugos nuo
biologiniy medziagy poveikio darbe nuostaty patvirtinimo*, 2001-06-21, Nr. 80/353.

Lietuvos Respublikos Aplinkos, Sveikatos apsaugos ministry ir Valstybinés maisto ir veterinarijos
tarnybos direktoriaus 2004 m. gruodzio 28 d. jsakymas Nr. D1-693/V-954/B1-1107 ,,Dél

genetiskai modifikuoty mikroorganizmy klasifikavimo kriterijy®.



