HAVARIJNY PLAN

pre ¢innost’ s GMO v zariadeni zatriedenom do rizikovej triedy 1.

A. VSeobecna Cast'.

Identifika¢né idaje o zariadeni a konkrétnom uzatvorenom priestore, v ktorom sa
vykonavaju ¢innosti s pouzitim génovych technik

Ustav molekularnej fyziologie a genetiky SAV

Registracné ¢islo

Vlarska 5, 833 34 Bratislava

Laboratérium pre elektrofyziologické experimenty, II. poschodie, miestnost’ €. 118
Laboratorium spada pod rizikovu triedu I a stupeii ochrany I

Havarijny plan vypracovala RNDr. Lubica Lacinova, DrSc. 12. 4. 2004.
Schvalené riaditel'om pracoviska Ing. Albertom Breierom, DrSc. 12. 4. 2004.

B. Pohotovostna cast’

1. Plan vyrozumenia o havarii resp. nekontrolovanom uniku GMO z laboratdria:
Treba upovedomit’ poverenych pracovnikov v nasledovnom poradi:
RNDr. LCubica Lacinova, DrSc., tel. 5477 2311 v mimopracovnom case 0903 460447
Ing Albert Breier, DrSc., tel. 5477 5266 v mimopracovnom case 0903 472605
Ing. Ol'ga Krizanova, DrSc. tel. 5477 2211 v mimopracovnom case 0904 830615

2. Identifika¢né udaje o vediicom projektu

Veduca projektu: RNDr. Cubica Lacinova, DrSc., registracné ¢islo 27/06/2003

Kontakt v pracovnom cCase: klapka 335, resp. 320, resp. 5477 2311

Kontakt v mimopracovnom case: 0903 460447
Zastupca zodpovedny za riadenie zasahu pri nekontrolovanom tniku GMO: Ing Albert Breier,
DrSc.

Kontakt v pracovnom case: klapka 327, resp. 5477 5266

Kontakt v mimopracovnom ¢ase: 0903 472605

3. ZloZenie vyboru pre bezpe¢nost’

Vybor pre bezpecnost’:
Predseda vyboru pre bezpeénost’: : Lubica Lacinova, RNDr. DrSc., UMFG SAV
Zastupca predsedu vyboru pre bezpe&nost’: Ol'ga Krizanova, doc. Ing. DrSc., UMFG SAV
Clenovia vyboru pre bezpegnost’:

Varecka Ludovit, Doc. RNDr., DrSc., ChTF STU, telefon : 02 - 59325 514

Jozef Timko, doc.Ing.DrSc., UMB SAV, telefén: 02 - 5477 3702

Marta Kollarova, Prof. RNDr.DrSc., PrFUK, telefon: 02 - 60296452

4. Osoby urcené na odstranovanie havarie.
RNDr. Cubica Lacinova, DrSc., tel. 5477 2311 v mimopracovnom ¢ase 0903 460447
Ing Albert Breier, DrSc., tel. 5477 5266 v mimopracovnom ¢ase 0903 472605



Ing. Ol'ga Krizanova, DrSc. tel. 5477 2211 v mimopracovnom ¢ase 0904 830615

5. Opis vlastnosti a zoznam GMO, ktoré by v pripade havarie mohli uniknut’ zo
zariadenia:

Eukaryotickéd bunkova linia HEK 293 permanentne transfektovana génom pre Ca,3.1 vapnikovy
kanal a génom pre rezistenciu voci antibiotiku G418. Gén pre mySaci Ca,3.1 vapnikovy kanal
(T-typ) bol klonovany z mozgu mysi pomocou PCR techniky s vyuzitim homologie s Ca,3.1
kanalom z potkana. Vysledny gén ma pristupové ¢islo AJ012569 v EMBL databaze. Gén bol
klonovany do pcDNA3 vektora spolu s génom pre rezistenciu proti antibiotiku G418, pouzitom
ako markerovy gén. HEK 293 bunky boli transfektované elektroporaciou a pozitivne klony boli
vyselektované kultivovanim v médiu obsahujucom G418.

Eukaryotickéd bunkova linia HEK 293 prechodne transfektovana génom pre Ca, 1.2 vapnikovy
kanal, génom pre 2a a a26-1 podjednotky vapnikového kandla a génom pre rezistenciu voci
antibiotiku G418.

Gén CaCB pre hladkosvalovy splice-variant Ca,1.2-b vapnikového kanéla bol klonovany z pl'uc
krélika. Nim kddovany protein je pritomny v organizme cicavcov, kde ma délezita fyziologickt
funkciu, preto ani jeho pripadny prenos (pravdepodobnost’ ktorého je ale zanedbatel'na az
nulovad) na iné organizmy nepredstavuje riziko pre I'udské zdravie alebo Zivotné prostredie.

Gén nptll kodujuci rezistenciu voci antibiotiku G418 by v pripade horizontalneho prenosu na
patogénne mikroorganizmy mohol predstavovat’ zanedbatel'né az malé riziko, avSak
pravdepodobnost’ takéhoto prenosu je zanedbatel'na az nulova, takze gén nepredstavuje riziko
pre l'udské zdravie alebo Zivotné prostredie.

5.1 Charakteristika z hPadiska nebezpecnosti pre ¢loveka a Zivotné prostredie
Gén pre Ca,3.1 vapnikovy kanal alebo pre Cav1.2 vapnikovy kandl nie su geneticky pozmenené
a ich pritomnost’ v excitabilnych tkanivach je fyziologickéd. Gény preto nepredstavuju riziko pre
zivotné prostredie ani pre 'udi. Spolu s Ca,3.1 génom je exprimovany gén rezistencie pre
antibiotikum G418, ktoré je analogom neomycinu. Neomycin sa pouziva aj v klinickej praxi. K
prenosu génu rezistencie by mohlo prist’ v pripade prezitia bunkovej kultary v odpadovom
systéme alebo pri ndhodnej konzumacii buniek. Oba pripady mézeme vylucit. Odpadové voda z
elektrofyziologickych experimentov je odsdvana do Specialnych nadob a autoklavovana. Pri
manipuldcii so sklickami sa pouzivaju pinzety. Bunkova kultira nepredstavuje ziadne riziko pre
zivotné prostredie ani pre I'udi. Pracu s iou mozno zaradit’ do rizikovej triedy 1.

5.2. Udaje a mnoZstve a druhu GMO, ktoré by mohli uniknit’
V miestnosti ¢. 118 bude v elektrofyziologickom experimente jedno krycie sklicko priemeru 13
mm s rasticimi bunkami transfektovanymi Cavl.2 alebo Cav3.1 kandlom. Na jednom sklicku
rastie max. 20-30 zivych buniek.

VzhPadom na tieto vlastnosti ani jeden z potencialnych @inikov mimo bariéru nespiiia
definiciu ani priznaky havarie podl’a Zikona ¢. 151/2002 Z. z. Pod pojmom ,havaria“

v bodoch 6, 7 a 9 budeme preto rozumiet’ nekontrolovany unik GMO.

6. Identifikacia a sposob pouZzivania genetickych technolégii v zariadeni, pri ktorych by
mohlo déjst’ k havarii.

V miestnosti nie su pouzivané genetické technologie

7. Udaj o zadati a predpokladanom ukonéeni pouZivania genetickych technolégii
v zariadeni, pri ktorom by mohlo déjst’ k havarii.



V miestnosti si merané elektrické prady cez membrany GMO (bunky transfektované Ca,3.1
alebo Cav1.2 typom napiat'ovo zavislého vapnikového kanala), ale nie su tu pouzivané genetické
technologie

8. Opis mozZnych nasledkov havarie.
Pripadny nekontrolovany unik GMO predstavuje zanedbatel'né riziko.

8.1. U¢inky na zamestnancov, obyvatelstv a Zivotné prostredie
Pripadny nekontrolovany unik GMO nema Ziadne negativne ucinky na zamestancov,
obyvatel'stvo alebo Zivotné prostredie. Unik do kanalizaénej siete nema vplyv na Zivotné
prostredie, ked’ze kanalizacia je napojena na COV Fakultnej nemocnice Kramére.

8.2. Odporucané spravanie sa zamestnancov v zariadeni a obyvatel’stva v okoli
zariadenia v pripade havarie.
Zamestnanci v miestnosti, v ktorej prislo k nekontrolovaného tiniku postupuju podla bodu I.
Operativnej Casti havarijného planu. Pre ostatnych zamestnancov nehrozi Ziadne riziko.
Pre okolité obyvatel'stvo z iniku nevyplyva ziadne riziko.

9. Opis ochrannych opatreni a bariér na zabranenie vzniku havarie, na odstranenie
vzniknutej havarie, sposob zachytavania a inaktivacie odpadovych vod.

Pri préci v laboratoriu su pracovnici povinni dodrziavat’ prevadzkovy poriadok, ktory je prilohou
havarijného planu. VSetky pouzivané nadoby (kultivacné fT'aSe, Petriho misky a p.) a
manipula¢né pomocky (pipety, Spicky a p.) su plastové, takze je vylucené ich rozbitie. Odpadové
vody st odsavané do Specialnych zbernych nddob a pred vyliatim do kanaliz4cie inaktivované
autoklavovanim. Kanalizacia je napojena na COV Fakultnej nemocnice Kramare.

10. Opis odporicaného sposobu odstrafiovania nasledkov havarie:

Pracovnici budu postupovat’ podl'a bodu I. Operativnej ¢asti havarijného planu.

C. Operativna Cast.

I. Opis opatreni na odstranenie vzniknutej havarie.

Mozny unik: rozliatie kultivaéného média obsahujuceho transfektované bunky
Inaktivacné opatrenia:

Ak je to mozné, odstranit’ vSetky prekazky z kontaminovanej oblasti.

Pracovat’ v rukaviciach.

Nedotykat’ sa rozbitého skla alebo ostrych predmetov.

Presvedcit’ sa, i sa kontaminant nes$iri cez uzavreta oblast’ (kruh), ktora sa vytvorila

dezinfekcnou latkou. Dezinfikovat’ celu oblast’.

e Zakryt kontaminovany material alebo povrch s papierovou hygienickou vreckovkou
alebo filtraénym papierom, ktory bol namoceny v 70% alkohole.

e Po 10 minutach vreckovku alebo filtracny papier odstranit’ a umiestnit medzi biologicky
odpad.

e Opit zakryt kontaminovany material alebo povrch papierovou hygienickou vreckovkou

alebo filtranym papierom, aby nasali tekutinu.



e Opakovat tento postup pokial nie je tekutina dokonale absorbovana.

e Vycistit’ postihnuta oblast’ opat’ s 70% alkoholom.

e Vycistit’ vSetok materidl, nastroje a povrch najprv vodou a mydlom, a potom
dezinfekénym roztokom (70% alkohol). Nastroje mozu byt aj sterilizované
autoklavovanim.

e Vsetko kontaminované oblecenie dezinfikovat’ alebo autoklavovat’.

e Kontaminovanu pokozku umyt’ dezinfekénym mydlom.

Preventivne opatrenia:
Vsetci pracovnici pracoviska absolvuju pravidelné poucenie o bezpecnosti pri praci s GMO.
II. Uplatiiovanie zodpovednosti za vzniknuté Skody a zabezpecenie ich nahrady.

Pouzivatel’ prebera zodpovednost’ za zavinené $kody na l'udskom zdravi, majetku a zivotnom
prostredi.

I11. Prilohy.

1. Prevadzkovy poriadok zariadenia.



D. Graficka dokumentacia.

1. Situacny plan zariadenia.

Laboratérium bunkovych kultur je na druhom poschodi (vysrafovana miestnost’)

Il. POSCHODIE
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H- nistenny hydrant
x - hasiaci pristroj
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