UOCHB AVCR v.v.i.: Havarijni plan

Havarijni plan UOCHB AV CR v.v. i. pro prici s geneticky

modifikovanymi organismy,

pro Obor biochemie a molekularni biologie?, skupinu Biochemicka
farmakologie®, skupinu Strukturni biologie® a skupinu Vylé&eni hepatitidy B¢

a) Adresa pracovisté

dle § 9 Vyhlasky 209/2004

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

ICO 61388963

DIC 006-61388963

Jméno, piijmeni a trvaly pobyt feditele ustavu:
RNDr. PhDr. Zdenék Hostomsky, CSc,

bydlisté: Bruselska 183/16, Praha 2

telefon: 220 183 333

E-mail: uochb@uochb.cas.cz

Jméno, prijmeni, adresa bydlisté, telefonni Cislo, Cislo faxu a adresu elektronické poSty

odborného poradce

RNDr. Milan KoziSek, Ph.D.
bydlisté: Vrs$ni 393/3, 182 00 Praha 8 - Kobylisy
kontaktni adresa: Flemingovo nam. 542/2, Praha 6, 160 00

telefon: 220 183 518

E-mail: milan.kozisek@uochb.cas.cz

osoby odpovédné za likvidaci havarie

2Elena Dolejsi

bydlisté: Sadova 1581, Ri¢any, 251 01

kont. adresa: Flemingovo n.2, Praha 6, 160 00
telefon: 220 183 532

E-mail: elena.dolejsi@uochb.cas.cz

*Mgr. Jan Weber, CSc.
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kont. adresa: Flemingovo n.2, Praha 6, 160 00
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E-mail: jan.weber@uochb.cas.cz

‘Ing. Irena Sieglova

bydlisté: Frydlantska 1297/4, Praha 8, 182 00
kont. adresa: Flemingovo n.2, Praha 6, 160 00
telefon: 220 183 537

E-mail: irena.sieglova@uochb.cas.cz

“Ing. Karolina Sramkova

bydlisté: Dobiejovicka 570, Praha 4, 142 00
kont. adresa: Flemingovo n.2, Praha 6, 160 00
telefon: 220 183 452

E-mail: karolina.sramkova@uochb.cas.cz

"Dr. rer. nat., Mgr. Martin Zaviel

bydlisté: Fiignerova 1568, Louny, 440 01
kont. adresa: Flemingovo n.2, Praha 6, 160 00
telefon: 220 183 502

E-mail: martin.zavrel@uochb.cas.cz

9Mgr. Gabriel Birkus, CSc.

bydlisté: Pod Harfou 933/62, Praha 9, 190 00
kont. adresa: Flemingovo n.2, Praha 6, 160 00
telefon: 220 183 112

E-mail: gabriel.birkus@uochb.cas.cz

b) Piresné oznaceni pozemku prostor a zarizeni, v némz se s GMO naklada
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., Flemingovo namésti 542/2, Praha 6, 160 00

Obec: Praha, méstska ¢ast/obvod: Praha 6, katastralni tzemi: Dejvice
parcelni Cisla pozemkii: 638/1, 641/2; Cislo popisné stavebniho objektu: 542
adresni mista: Flemingovo ndmésti 542/2, Bechynova 542/2, Stavitelska 542/1, Zelena 542/19
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¢) Plan pracovisté:

Obor biochemie a molekularni biologie, skupina Biochemickd farmakologie, skupina
Strukturni biologie a skupina Vyléceni hepatitidy B.

S GMO bakterii Escherichia coli, kvasinkami, bakuloviry a GMO sav¢imi bunikami v kultute
se pracuje v laboratofich A.01.11, A.01.13, A.01.55, A.01.57, A.01.62, A.01.63, A.01.64,
A.01.78, A.01.79, A.1.06, A.1.21, A.1.22, A.1.23, A.1.24, A.1.34, A.1.47, A.2.28a, A.2.28b,
A2.29, A2.48, A.2.92a, A.2.97 v budové A a v laboratofich C.1.03, C.1.04, C.1.05, C.1.06,
C.1.20, C.2.05, C.2.07, C.2.08, C.2.09, C.2.10, C.2.16, C.2.17, C.2.18, C.2.20, C.3.05, C.3.07,
C.3.08, C.3.09, C.3.10,C.3.16, C.3.17, C.3.18, C.3.20, C.4.05, C.4.07, C.4.08, C.4.09, C.4.10,
C.4.16,C.4.17,C.4.18, C.4.20 v budove C.

Detailni plan prostor UOCHB AV CR, v.v.i, kde dochazi k nakladani s GMO, je piilohou 2.

d) Popis havarie, ktera muZe vzniknout v prostorach nebo misté, kde probiha nakladani.
Havarie je zavazny nepldnovany unik GMO mimo bariery. V takovém piipad¢ je tieba
neprodlené ucinit opatfeni k likvidaci havérie.

Kazdé nakladani s GMO je zatazeno do urcitého typu rizika a posouzeni havarie zavisi na
tomto typu rizika. V laboratotich UOCHB AV CR, v.v.i. se naklddda s GMO prvni a druhé
kategorie (Ptiloha 2). V ptipadé nakladani s GMO 1. kategorie rizika pii iniku GMO mimo
bariery nebezpeci nehrozi a uniklé GMO je mozno likvidovat postupem popsanym nize. V
piipad¢ nakladani s GMO 2. kategorie rizika musi postup byt podstatné dukladnéjsi. Pokud
neni definovano, ze dané¢ nakladani patii do 1. kategorie rizika, je tfeba s nim zachazet tak,
jakoby patfilo do 2. kategorie rizika. Za havarie ve vlastnim slova smyslu se nepovazuji malé
uniky GMO, pii nichz uniklé GMO jsou spolehlivé zlikvidovany v rameci uzaviené¢ho
prostoru. Za havarii vSak je nutno povazovat rozsifeni GMO mimo prostory urcenych
k uzavienému nakladani s GMO.

V prostorach UOCHB pro uzavieni nakladani s GMO mohou vzniknout tyto typy havarii:

1. Pii rozliti vétsiho objemu mikrobialni kultury, obsahujici plasmidovou DNA: Zasazené
misto je tieba s pouzitim ochrannych rukavic vysusit, odpad zlikvidovat autoklavovanim a
misto oSetfit v dostatecném rozsahu dvéma typy desinfekénich roztoka: napi. Ajatinem a
nasledné chloraminem.

2. Unik mimo laboratof v pribéhu transportu materialu z jednoho uzavieného prostoru do
druhého nebo z uzavieného prostoru do prostoru sterilizace: VSechen material, ktery bude
transportovan mimo laboratof, musi byt neprodysSné uzavien v plastovych obalech (dvé
vrstvy) a zajisStén proti otevieni. Obaly musi mit znaCku Biohazard. Likvidace takového
havarie probiha stejné¢ jako v pfedchozim ptipad¢.

3. Pii rozbiti sklenéné ¢i jiné kultiva¢ni nadoby s kulturami in vitro, obsahujici transgenni
kultury: Postup je stejny, jako v prvnim pifipadé. Riziko zde predstavuji pouze bakterie,
protoze tkanové kultury nejsou schopny ptechodu do nesterilnich podminek a hynou. U
asanace havarie s kulturou savc¢ich bunék transformovanych virovym vektorem SV40 je
vhodné detekovat zbytkovou ptitomnost virové DNA na zasaZzeném pracovnim povrchu
PCR reakcti, viz nize sub f) a v ptiloze 1.

Po inaktivaci autoklavovanim ¢i dezinfekénimi €inidly (2% roztok chloraminu, SAVO nebo
Ajatin) jsou odpady dale likvidovany jako odpad kat. ¢. 18 01 03 (Odpady, na jejichz sbér a
odstraniovani jsou kladeny zvlastni pozadavky s ohledem na prevenci infekce) dle vyhlasky ¢.
381/2001 Sb. zadkona 185/2001 Sb. o odpadech, specializovanou firmou SITA Bohemia a.s.
Pti pouzivanych metodéach nakladani s GMO zadné nebezpecné plynné zplodiny nevznikaji.
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e) Prehled moZnych nasledki havarie na zdravi lidi, zviFat a Zivotni prostiedi a
biologické rozmanitosti, v€etné zpisobu zjiStovani téchto nasledki a Gcinné ochrany
pred nimi.

Védecka prace na UOCHB AV CR Praha se provadi vyhradné s geny, u nichz je znamo, ze
nemaji nepiiznivé nasledky na zdravi lidi ¢i zvitat ani na biologickou diverzitu. Pouzivaji se
selekéni geny pro rezistenci k antibiotikiim. Pfesto vSak je nezbytné dodrzovat zasady prace
v infek¢énich laboratotich.

f) validované postupy detekce pritomnosti geneticky modifikovanych organismi
Zakladni metodou detekce transgenni DNA je amplifikace ptisluSného useku s naslednou
sekvenaci, PCR v ptitomnosti specificky navrhovanych primeri, navod na detekci je uveden
v pfiloze 1. Zasazené misto je nutno monitorovat mikrobiologickou kultivaci a detekci
pritomnosti ¢i neptitomnosti vektorovych plasmidii. V ptipadé detekce vektorovych plasmida
je nutno desinfekci provadét na vEtsi plose alternativnim desinfekénim prostiedkem.

g) validované metody a postupy, pouZitelné ke zneSkodnéni geneticky modifikovanych
organismi nebo produkti a dekontaminaci uzavi‘eného prostoru.

V ptipad¢ tniku geneticky modifikovanych mikroorganismti bude zasaZeny prostor oSetien
Ajatinem a nasledné chlornanem sodnym. Po chemické asanaci se mistnost ozafi germicidni
lampou. Jednotlivé drobné piredméty, které byly unikem zasazeny, budou autokldvovany.
Monitoring asanovanych prostor bude provadén postupy specifikovanymi v bod¢ f a v piiloze
1.

h) Metody pro izolaci prostor a zarizeni zasaZenych havarii, véetné metod kontroly
ucinnosti izolace.

Havérie vyzadujici isolaci prostor nepfichdzi v podminkach ustavu v Givahu. Nepfitomnost
geneticky modifikovanych mikroorganismii bude dokumentovana odebranim vzort bakterii
z puvodné zasaZzen¢ho mista a prikazem (pomoci PCR) nepfitomnosti né€kterého z transgend.

i) Popis a ndkres uloZeni asanacnich prostiedki pouZitelnych ke zneSkodnéni
predmétnych geneticky modifikovanych organismi nebo produkti a dekontaminaci
zasaZeného prostoru.

Asanacni prosttedky: 2 % roztok chlornanu sodného, SAVO, Ajatin.

Umisténi: na oznacenych mistech ve vsech prostorach povolenych pro praci s GMO.

Nakres nepfilozen, nebot’ umisténi je v riznych mistnostech rozdilné.

j) postupy na ochranu zdravi ¢lovéka a zvirat a ochranu Zivotniho prostredi v pripadé
nezadouciho ovlivnéni vzniklou havarii, pripadné metod na zneSkodnéni nebo sanaci
rostlin a zvirat, které se nachazely v oblasti v dobé havarie, v souladu se zvlaStnimi
pravnimi predpisy.

Netyka se.

k) popis postupu nasledného monitoringu prostor a pozemki po ukonceni asanace
Neptitomnost geneticky modifikovanych mikroorganismii bude monitorovana odebranim
vzorkll bakterii z plivodné zasazeného mista a prikazem (pomoci PCR) nepfitomnosti
nekterého z transgend.

I) Obce, pripadné osoby, kterym je havarijni plan piredkladan podle § 20 odst. 3 zakona
Kopie havarijniho pldnu bude ptedana podle § 20 odst. 3 zakona 78/2004 Sb.:
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- Odboru dopravy a Zivotniho prostfedi Mé&stského ufadu Prahy 6 (pfislusné obci,
v jejiz katastralnim Gzemi nakladani s GMO probihd)

- Odboru ochrany obyvatelstva a krizového fizeni Hasi¢ského zachranného sboru
hlavniho mésta Prahy (Gzemné pfisluSnému hasi¢skému zachrannému sboru kraje)

- Odboru bezpec¢nosti Magistratu hlavniho mésta Prahy (krajskému tfadu)

m) Zpiisob vyrozuméni spravnich organi uvedenych v § 27 zakona v pFipadé havarie,
jakoZ i zpiisob varovani obcanii, v zdavislosti na misté havarie a jejich moZnych
nasledcich.

V piipadé havarie budou informovany tyto instituce statni spravy:
- Ministerstvo Zivotniho prostfedi Ceské republiky

- Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky

- Ceska inspekee Zivotniho prostedi

Soudasti vyrozuméni budou pfedeviim informace o tom, jaky GMO unikl, mnoZstvi,
misto a nasledky-rizika pro zdravi ¢lovéka a zvifat, Zivotni prostfedi a biologickou
rozmanitost a zplisob jejich odstranéni. Vyrozumeéni se bude dit e-mailem s naslednym
pisemnym potvrzenim. Varovani obc¢anil nebude provadéno.

n) vyjadieni odborného poradce, jeho podpis a datum podpisu
S vypracovanym havarijnim fadem souhlasim.
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7. tinora 2022 RNDr. Milan KoiSek, Ph.D.
odborny poradce pro nakladani s GMO

Tento havarijni plan UOCHB m4 charakter interniho predpisu a vstupuje v platnost
dnem jeho schvaleni feditelem. Plati do odvolani u¢inéného feditelem.

Zpracovala: Schvalil dne: 7. nora 2022
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Ing. Maria Cechova RNDr. PhD/ Zden¢k Hostomsky,
teditel UOCHB AV CR, v.v ¥

Prilohy:
1. Postup detekce pfitomnosti geneticky modifikovanych organismi
2. Plany prostor pro nakladani s GMO v UOCHB AV CR, v.v.i.
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Priloha 1:
Postup detekce pritomnosti geneticky modifikovanych organismi

Zjistovani kontaminace vzduchu

Metoda slouzi k monitorovani uniku geneticky modifikovanych organismt (GMO) do
prostoru. Tuto kontrolu se doporucuje provadét 1x za 6 mésicu, a dale po kazdé mimotadné
udalosti. Provadi se rozlozenim otevienych Petriho misek s agarovym mediem v uzavieném
prostoru prace s GMO. Puda v agarovych miskadch mé byt svym sloZenim specificka pro
testované mikroorganismy, s nimiz se pracuje a u kterych hrozi riziko uniku, s antibiotikem
selektujicim GMO s plazmidem nesoucim genetickou modifikaci. Misky s agarovym mediem
se otevien¢ polozi do uzavien¢ho prostoru s potencidlnim rizikem tUniku. Po 15 minutach se
op¢t prikryji a nechaji inkubovat v termostatu na 37 °C resp. 30 °C podle mikroorganismu po
dobu 1-3 dnti. V pfipadé¢ narGstu kolonii je tfeba provést diikladnou dezinfekci ploch
dezinfek¢nimi prostiedky.

V piipad¢ opakované¢ho nartstu kolonii v prostoru, kde probiha naklddani s GMO 2.
kategorie rizika, je tfeba vyloucit genetickou modifikaci mikrobidlnich izolath vzrostlych na
Petriho miskach pomoci metody PCR s pouzitim piislusnych primert. V piipad¢ pozitivni
PCR reakce je tieba dosahnout uc¢inné inaktivace a zneskodnéni detekovaného GMO.

Zjistovani kontaminace povrchi stérovou metodou

Metoda se provadi setienim sledovaného povrchu sterilni gdzou a naslednym rozetteni stéru
na Petriho misky s vhodnym agarovym mediem (stejné jako pii zjiStovani kontaminace
vzduchu). V piipadé nartstu kolonii se postupuje stejné jako pii zjiStovani kontaminace
vzduchu.

Téz 1ze stérem ockovat piimo zivné LB médium s vhodnym antibiotikem. Takto zao¢kované
médium se nasledn¢ inkubuje pii 37 °C ptes noc za tfepani v inkubatoru. Pokud naroste
bakterialni suspenze, ptfitomnost GMO se provede pomoci PCR. V pftipad¢ pozitivni PCR
reakce je tfeba provést dikladnou dezinfekci povrchu dezinfekénimi prostiedky.

Detekce GMO pomoci polymerasové Fetézové reakce (PCR)

Ptitomnost GMO je zjisStovana polymerazovou fetézovou reakci s pouzitim specifickych
primeri odvozenych ze sekvenci vlozenych inserti DNA.

Vzorovy test pritomnosti modifikované DNAs vyuZzitim PCR:

Slozeni reakéni smési

Slozka Objem (ul)
sterilni voda 31

5x konc. pufr pro Phusion High-Fidelity DNA polymerasu 10

10 mM dNTP mix 1
DMSO 1,5

10 uM primer 1 pro detekci DNA GMO (,,forward primer*) 2,5

10 uM primer 2 pro detekci DNA GMO (,,reverse primer") 2,5
Phusion High-Fidelity DNA polymerasa 0,5
suspenze testované kolonie ve sterilni vode 1
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Program automatického cykléru

1) 98°C/30 s
2) (98°C/10 s — 65°C/30 s — 72°C/90 s) opakovéni 30x
3) 72°C/8 min

Produkt PCR amplifikace se vizualizuje a zkouma pomoci elektroforetické analyzy.
Amplifikované tiseky DNA Ize déle ptesné charakterizovat sekvenovanim a porovnavanim se
sekvenci predpokladaného modifikovaného useku v GMO.

Priklad zakladnich primeri pro detekci uréitych GMO pomoci PCR:

Primery pro geny klonované do bakterialni vektori:
T7 prom: 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’
T7 term: 5" GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’

Primery pro geny klonované do vektort pro Pichia pastoris
5'AOX1: 5" GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’
3'AOXI1: 5" GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’

Primery pro geny klonované do vektort pro Saccharomyces cerevisiae:
Matchmaker 5’ADL: 5" CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC 3’
Matchmaker 3’ADL: 5 GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT 3’

Primery pro geny klonované do vektort pro Leishmania tarentolae :
sat F: 5" CCTAGTATGAAGATTTCGGTGATC 3’
ssuR: 5" CTGCAGGTTCACCTACAGCTAC 3’

Primery pro geny klonované do bakulovirovych vektort:
Bacl: 5" AACCATCTCGCAAATAAATA 3’
Bac2: 5" ACGCACAGAATCTAGCGCTT 3’

Primery pro amplifikace DNA tsekl klonovanych do vektoru SV40:
Ela-1 forw: 5" CCGAAGAAATGGCCGCCAGTC 3’
Ela-2 reverse: 5 GGACGCCGGGTAGGTCTTGC 3’

Pouzité postupy jsou dle nésledujicich zdroju:

Sambrook J., Fritsch E. F., Maniatis T.: V knize: Molecular Cloning, A Laboratory Manual.
Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, (1989)

Ruml T., Rumlova M., Paces V: Genov¢ inZenyrstvi, VSCHT Praha 2002

PCR protokol pro Phusion High-Fidelity DNA polymerasu dle protokolu dostupném on-line
(produkt New England Biolabs, obj.c. M0530, www.neb.com)

E. Gendra et al.: A Sequence Motif in the Simian Virus 40 (SV40) Early Core Promoter
Affects Alternative Splicing of Transcribed mRNA. J. Biol. Chem. 282, 11648-11657, 2007

Pozn. Po izolaci DNA z bakterialnich nebo kvasinkovych bun¢k je mozno zjistit, zda DNA
obsahuje klonovany fragment také restrikéni analyzou, tj. specifickym $t€penim DNA pomoci
restrikénich endonukleas. Tato analyza vSak jiz neni dnes rozSifend, je nahrazena daleko
citlivgjsi a specifictéjsi detekei pomoci PCR.
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Piiloha 2:
Plany prostor pro nakladanis GMO v UOCHB AV CR, v.v.i.

Letecky pohled na aredl UOCHB AV CR, v.v.i.:

budova A
R, .




UOCHB AVCR v.v.i.: Havarijni plan

/

»
t

'

S

-
o

— 2

11 90'L'Y
u VLY
2Ty

" B pre——

R Bty = VTLVEZL'Y
s e e o I —
LY

ukd e PELY

@ OIDS® @ EBPOA :I2ABZN IUAB|H ) \

BYIZL 18y 'Z OWD s 19e.d oid jojeloqe] .

BYIZI "Iy 'L OWD s 19eid ouid JojeioqgeT .

dN’L V BAOPNq - OND S lugpepjeu oud Joysoud ugld



UOCHB AVCR v.v.i.: Havarijni plan

Detail ptidorysit GMO laboratofi v budové A 1.NP

- stfedova ¢ast budovy A, 1.NP:

AL1A7

- severo-zapadni kifidlo budovy A, 1.NP:
Hlavni uzaveér:

-vody @
- plynu
- elektro @

A.1.34
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- jiho-zapadnikfidlo budowvy A, 1.NP:

Hlavni uzaveér:

-vody @
- plynu
- elektro @

10
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Detail ptdorysit GMO laboratofi v budové A 2.NP

- stiedova Castbudowvy A, 2.NP:

- severo-zapadni kfidlo budovy A, 2.NP: Hlavni uzivér:

-vody @
- plynu
-elektro @

12
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Detail pudorysi GMO laboratofi v budové A 1.PP

- severo-vychodni éast budovy A, 1.PP: e

A.0155

A.01.62
A.01.63
A.01.64 L.
Hlavni uzavér:
- vody @
' -plynu
- jiho-vychodni ¢ast budovy A, 1.PP: -elektro @

14
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- jiho-zapadnikridlo budovy A, 1.PP:

Hlavni uzaveér:

-vody @
- plynu
- elektro @

15



UOCHB AVCR v.v.i.: Havarijni plan

Plan prostor pro nakladani s GMO - budova C 1.NP
. Labeoratof pro praci s GMO 1. kat. rizika
. Laboratof pro praci s GMO 2. kat. rizika Hlavni uzavér: voda @ elektro @

plyn

;

C.1.20

C.1.03 C.1.04 C.1.05 CA1.06

Detail ptidoryst GMO laboratofi v budové C 1.NP

C.2.20
A . T
- ™~ 1_{_. . !
_.l- R 1
! - = . L T
o 5\ ™\ Y raiFa Y rd T
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= 4 . \
il B I ﬂ- !
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: I ] ]
.\.
: i I
1
! [] ] I
C.1.03 C.1.04 C.1.05 C.1.06
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UOCHB AVCR v.v.i.: Havarijni plan

Plan prostor pro nakladani s GMO - budova C 2.NP

. Laboratof pro praci s GMO 1. kat. rizika

B Lavoratof pro praci s GMO 2. kat. rizika Hiavni uzavér: voda ®  elektro ®
plyn
C.2.20 C.2.18 C.247 C.2.16

111
B ]
NI

& : ==
J

[ERVASTRARRASH l[..v"'l

C.2.05 c.aor C.2.08 C.2.09 C.2.10

Detail pudorysti GMO laboratofi v budové C 2.NP

C.2.20 C.2.18 C.217 C.2.16

C.2.05 C2.07 C.2.08 C.2.09 C.2.10
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UOCHB AVCR v.v.i.: Havarijni plan

Plan prostor pro nakladani s GMO - budova C 3.NP

. Laboratof pro praci s GMO 1. kat. rizika
. Laboratof pro praci s GMO 2. kat. rizika Hlavni uzavér: voda @ elekiro @

plyn

C.3.20 C.3.18 C.347 C.3.16

C.305 C.3.07 C.3.08 C309 ¢.310

Detail pudorysi GMO laboratofi v budové C 3.NP

C.3.05 C307 C3.08 C.3.09 C.3.10
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UOCHB AVCR v.v.i.: Havarijni plan

Plan prostor pro nakladani s GMO - budova C 4.NP
. Laboratof pro praci s GMO 1. kat. rizika

B Laboratof pro praci s GMO 2. kat. rizika Hlavni uzavér: voda ®  elektro ®

plyn

C.4.20 C.a.18 CA17 C4.16

C.4.05 c.4.07 C4.08 C.4.09 C.4.10

Detail ptidorysi GMO laboratofi v budové C4.NP

C.4.20 C.4.18 C4.17 C4.16

C.4.05 C.4.07 CA.08 C.4.09 C.4.10
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