Ministerstvo

zivotniho prostredi
Odbor environmentalnich rizik a ekologickych Skod

V Praze dne 15. zari 2026
C. j-: MZP/2026/940/2997
Sp. zn.: ZN/MZP/2023/750/6

Stanovisko Ceské komise pro nakladani s geneticky modifikovanymi
organismy a genetickymi produkty k urCovani kategorie rizika
pri uzavieném nakladani s geneticky modifikovanym bunéénymi
liniemi

Bunécéna kulturallinie je in vitro udrzovana populace bunék zivocisného, rostlinného nebo
jiného eukaryotického plvodu; muze jit o primarni kulturu, kone¢nou bunécénou linii nebo
kontinualni/immortalizovanou bunéénou linii.

Pojem geneticky modifikovana bunécna linie neni pfimo definovan v Ceské legislativé
o geneticky modifikovanych organismech (GMO), tedy v zakoné ¢&. 78/2004 Sb., o nakladani
s GMO a genetickymi produkty, ve znéni pozdéjSich predpisli a jeho provadéci vyhlasce
¢. 209/2004 Sb., o blizSich podminkach nakladani s GMO a genetickymi produkty, ve znéni
pozdéjSich predpisl. Je tedy nutné vychazet z obecné definice GMO:

.Geneticky modifikovany organismus je organismus, kromé Clovéka, jehoz dédi¢ny material
byl zménén genetickou modifikaci provedenou nékterym z technickych postupu stanovenych
zakonem.“ Z uvedeného plyne, ze geneticky modifikovana bunééna linie je bunééna linie, jejiz
dédicny material byl umysiné a cilené zménén genetickym inZenyrstvim.

GM bunééna linie je tedy typ bunééné linie, kterda ma vilozeny, odstranény, pozménény
nebo regulovany geneticky material zpisobem, jehoZz nelze dosahnout pfirozenou
rekombinaci (napf. pouziti CRISPR, vektorové pfenosy DNA, transgenoze).

Riziko komer¢né dostupnych buné&nych linii (véetné transgennich) je vétSinou vyjadfeno jako
Biosafety Level, BSL (1 az 4), coz odpovida pozadavkim na zabezpeceni uzavieného
prostoru a pozadavkum na pracovni postupy.

Podle zakona &. 78/2004 Sb., je uzaviené nakladani s GMO, tedy i s bunéénymi liniemi,
zarazovano do kategorii rizika (1 aZ 4, viz pfiloha 3 zakona) na zakladé hodnoceni rizika.

Stanoveni vhodnych pozadavki na ochranu, tj. odpovidajici kategorie rizika, nelze
zobecnit, liSi se pfipad od pripadu a mélo by se opirat o diikladné posouzeni rizik, véetné
zohlednéni vnitfnich vlastnosti bunék (v€etné rekombinantnich vlastnosti), potencialni
kontaminace patogeny a typu manipulace.

Konkrétni postupy hodnoceni rizika jsou popsany ve vyhlasce ¢. 209/2004 Sb., ktera stanovi,
Ze pfi hodnoceni musi byt zohlednény v8echny potencialni Skodlivé uc€inky, pfimé i nepfimé,
okamzité i opozdéné, vCetné srovnani s vychozim (nemodifikovanym) organismem.

Hodnoceni rizika probiha ve Ctyfech krocich: , ‘
Elektronicky podpis
Alexandra Skopcova

- . - . Mexandra SKOPOOVE  ostfedi
1. Identifikace potencialné Skodlivych viastnosti Ministerstvo Zivofniho prostfed|

Ministerstvo Zivotniho prostredi 1/18
Vrovicka 1442/65, 100 10 Praha 10
ICO: 00164801, T: +420 267 121 111, ID DS: 9gsaax4 mzp.gov.cz


https://mmr.gov.cz/

Ministerstvo

zivotniho prostredi
Odbor environmentalnich rizik a ekologickych Skod

2. Posouzeni zavaznosti moznych nepfiznivych uc€inku
3. Posouzeni pravdépodobnosti jejich vyskytu
4. Stanoveni kone¢né kategorie rizika a odpovidajicich ochrannych opatfeni

Hodnoti se zejména:
1. Vlastnosti prijemce (hostitelské bunééné linie)

. Plavod bunécné linie a riziko latentnich infekénich agens pro ¢lovéka (certifikace
u sbirkovych bunéénych linii)

. Identita a status ,bez infekce” hostitelskych bunék, aby se zabranilo vzniku replikaéné
schopnych rekombinantnich (retro-)virG.

. Ovéreni (z dostupnych zdrojl), napf. kontrola kvality buné&cnych linii, zkuSebni
certifikaty o absenci patogenu, testovani s negativnim vysledkem na pfitomnost/aktivitu
reverzni transkriptazy).

. Zda bunééna linie vykazuje tumorogenni nebo jiny biologicky neZadouci uc&inek
pfi expozici ¢lovéka Ci zvitete.

. Zda bunécna linie produkuje toxiny nebo biologicky aktivni latky, které mohou
pfedstavovat riziko pro ¢lovéka, zvifata nebo Zivotni prostredi.

. Pfitomnost integrovanych virovych sekvenci, exprese virovych transformacnich/
onkoaktivnich protein( a pfipadna pfitomnost replikace-kompetentniho viru.

. Schopnost podporovat replikaci patogenu a sbalovani virovych Castic.

. Potencial k pfenosu genetického materialu (napf. prostfednictvim virovych ¢astic nebo
mobilnich genetickych elementl).

. Geneticka stabilita bunécné linie.
. Jeji schopnost prezivani a Sifeni mimo laboratofr.
. Prace se zvifaty: je hostitel permisivni nebo nepermisivni? Byly zvifeti transplantovany

lidské buriky, nebo se jedna o transgenni zvife, napf. nesouci lidské receptory?

. MozZnost pfefazeni virové infikovanych bunék nebo zvifat do niZ8i kategorie v pfipadé,
ze nedochazi k vyluéovani ¢astic virového vektoru (zejména na zakladé testovani bunécnych
supernatantl nebo zvifecich vykalu i dikazi z odborné literatury).

2. Vlastnosti darce genetického materialu

. Identifikace a puvod: Pfesna identifikace organismu, od kterého byl geneticky material
ziskan.
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. Pfesna identifikace cilové sekvence: zda mlze nova vlastnost zvysit rizikovost
pfijemce.
. Historie bezpe&ného pouzivani: Posuzuje se, zda je donor bézné vyuzZivan, zda ma

historii bezpe¢ného laboratorniho ¢&i pramyslového pouziti.

. Patogenita a toxicita: Zda je darcovsky organismus patogenni, toxicky nebo zda
produkuje toxiny €i alergeny, které by mohly ohrozit zdravi lidi, zvifat nebo Zivotni prostfedi.

3. Vlastnosti vektoru
. Pdvod a typ vektoru (plazmid, adenovirus, lentivirus, retrovirus).
. Jeho hostitelsky rozsah, tedy hostitelska a tkanova specificita vektoru (tropismus):

muze se vektor replikovat v mnoha rlznych typech bunék, véetné lidskych a zvifecich bunék?

. Mobilita vektoru, integrace do genomu spojena s moznosti aktivace bunéénych
onkogenu, mobilizovatelnost jinymi pomocnymi funkcemi.

. Pfitomnost seleCnich markerd (napf. antibioticka rezistence).

. Replikaéni kompetence.

. Schopnost tvorby infekénich Eastic.

. Charakter a rozsah deleci €i inaktivaci virovych genu odpovédnych za replikaci,

virulenci a mobilizaci.

. Stabilita vektoru, pouziti samo-inaktivujicich vektora.

. Titr a celkové mnozZstvi vektoru.

4, Vlastnosti insertu

. Funkce zavadéného genu (napf. toxiny, biologicky aktivni latky napf. ristové faktory,
onkogeny).

. Uroven exprese.

. Moznost neoCekavanych ucinku (napf. aktivace onkogenu).

. Potencial k horizontalnimu pfenosu (pokud je insert mobilizovatelny (napf. v ramci

transpozonu nebo viru), zvy3uje riziko Sifeni genetické informace).

5. Charakteristiky vysledného GMO

. Stabilita vlozené genetické informace.
. Fenotypové projevy bunééné linie (napf. nezadouci tumorogenita).
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. Zména biologickych vlastnosti (virulence, proliferace, citlivost na prostredi).

. Pfi hodnoceni rizika je nutné zohlednit také mozné dopady na zivotni prostredi,
zejména schopnost GMO prezivat mimo kontrolované podminky a potencial horizontalniho
pfenosu genetické informace v pfipadé nahodného uniku.

. Povaha a rozsah uzavieného nakladani.

Zarazeni do kategorie rizik vychazi z klasifikace pro uzaviené nakladani:
1. Kategorie 1 — nizké riziko

Pouze pokud cely systém (hostitel-vektor—insert) nepfedstavuje zadné nebo jen
zanedbatelné riziko, napfiklad:

. Nepatogenni, netumorogenni bunécné linie.

. Pdvod a zdravotni status bunécné linie jsou dolozeny; buriky neprodukuji ani
neobsahuji zadny infekéni agens (dolozeno producentem nebo certifikovanym testem.

. Vektor je nereplikativni a bez prokazané schopnosti horizontalniho pfenosu

. VloZeny geneticky material nekdéduje toxické, onkogenni, imunomodulaéni ani jiné
biologicky rizikové vlastnosti, geneticka modifikace nevede ke zvySeni virulence, perzistence
ani rozSifeni hostitelského spektra.

Priklady doporucéeni nakladani v kateqgorii rizika 1

. GM bunécné linie, které pfirozené za béznych laboratornich podminek neprodukuiji
Zadné toxiny, karcinogeny €i funkeni virové Castice (i replikacné defektni) a neobsahuji zadné
jiné patogeny.

. Primarni kultury a bunécéné linie, kde muze byt s vysokou pravdépodobnosti vyloucena
potencialni kontaminace (napf. SPF chovy zvifat).

. Bunécné linie, které jsou identifikované a dobfe charakterizované a u nichz je znamo,
Ze nejsou infikovany specifickymi patogennimi mikroorganismy (certifikovano bunéénou
bankou (napf. DSMZ, ECACC, ATCC atd. nebo dodavatelem).

. Bunéc&né linie, které byly uméle imortalizované pouze virovym fragmentem (napf. HEK,
HaCaT) a splfuji vySe uvedena kritéria.

. V Priloze 2, kde jsou popsany konkrétni pfiklady virovych vektor(, jsou tyto buriky
popisovany jako ,skupina 1%

2, Kategorie 2 — nizké az stredni riziko

Pokud Ize oCekavat omezené riziko pfi pouziti standardni laboratorni praxe, napfiklad:
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. Nelze zcela vylougit latentni (subklinickou) pfitomnost infekEnich agens, zejména virt
nebo mykoplazmat.

. Bunééné linie s nizkym rizikem, u nichz existuje pravdépodobnost indukce
nadorového bujeni.

. Vysledny GMO obsahuje sekvence virového plivodu (napf. regula¢ni nebo balici
elementy), pfiemz vektor je navrzen jako nereplikativni.

. Existuje teoreticka mozZnost rekombinace vedouci ke vzniku replikaéné kompetentnich
virovych ¢astic, avSak s nizkou pravdépodobnosti.

. Geny bez znamé toxicity, ale napf. ovliviiujici rist &i diferenciaci.

Priklady doporuéeni nakladani v kategorii rizika 2:

. Zivogisné bunééné linie a rostlinné kultury, kde nemuze byt vyloudena potencialni
kontaminace infekénim agens?.

. S primarnimi lidskymi kulturami a tkanémi nutno zachazet ve vétSiné pfipadl jako
s potencialné infekEnim materialem. Negativni vysledek screeningu na specifické markery
(HIV, HBV, HCV) nesnizuje uroven biologického rizika na uroven BSL-1, nebot neeliminuje
riziko pfitomnosti jinych latentnich agens &i adventivni kontaminace.?

. Bunécné linie transformované onkogennimi viry nebo obsahuijici virové genomy.
. Bunécné linie uméle imortalizované celym virem (napf. W12).
. V Priloze 2, kde jsou popsany konkrétni pfiklady virovych vektort, jsou tyto bunky

popisovany jako ,skupina 2°.

3. Kategorie 3 — vyznamné riziko

vew s

ale je zvladnutelné pfi pfisnych opatfenich, napfiklad:
. Bunécné linie pfevadéjici onkogeny, virulenci, imunomodulacéni faktory
. Pouziti virovych vektord schopnych replikace nebo integrace

PFi manipulaci s bunéénymi kulturami pfedstavuje pro ¢lovéka pfitomnost latentnich infek&nich
agens hlavni riziko. Kontaminace muze nastat zdrojem (napf. infikovana zvifata nebo tkané)
¢i béhem manipulace s burikami. Pfi posuzovani rizika je pak nutné zohlednit i konkrétni
laboratorni postupy, jako je generovani aerosolu nebo prace s vysokymi koncentracemi bunék.

PFfi hodnoceni rizik je nezbytné zohlednit nasledujici inherentni viastnosti buné&nych linii:
puvod (druh a zdroj), typ bunék nebo tkané a typ kultury. Lidské bunééné linie a linie odvozené
od primatl jsou spojeny s vySSim rizikem pfitomnosti vird vysoce patogennich pro ¢lovéka.
Ani bunécné kultury odvozené od jinych zivociSnych druhd nelze povazovat za nerizikové,
protoze mohou obsahovat viry se Sirokym spektrem hostiteld schopné infikovat ¢lovéka.
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Kultury ne-lidskych bunék vSak také nejsou bez rizika, protoze mohou obsahovat viry s Sir§im
spektrem hostitel schopné infikovat ¢lovéka.

Hodnoceni dle puvodu bunééné linie - riziko stoupa nasledovné: ptaci a bezobratlé kultury <
savCi buriky (jiné nez lidské nebo primati) < buriky nelidskych primatd < lidské buriky.

Hodnoceni dle typu bunék - pfi posuzovani rizika se téZz zohlednuje biologicka povaha
buné&ného typu, v€etné jeho diferenciacniho stavu, proliferacni kapacity a pfipadného
tumorogenniho potencialu. Samotna tumorogenicita bunécné linie vSak nepFedstavuje
automaticky divod pro zafazeni do vySSi kategorie rizika.

Hodnoceni dle typu kultury - riziko stoupa nasledovné - dobfe charakterizované bunécné linie
< kontinuaIni bunééné linie < primarni bunééné kultury.’

Zaver

Stanoveni vhodnych pozadavkid na ochranu pfi uzavieném nakladani s geneticky
modifikovanymi buné&nymi liniemi nelze zobecnit, liSi se pfipad od pfipadu a mélo by se opirat
o dudkladné posouzeni rizik, vCetné& zohlednéni vnitfnich vlastnosti bunék (v€etné
rekombinantnich vlastnosti), potencialni kontaminace patogeny a typu manipulace.

Literatura a dalSi informace:

"Herman, P., & Pauwels, K. (2014). Biosafety recommendations on the handling of animal cell
cultures. In Animal cell culture (pp. 689-716). Cham: Springer International Publishing.

2 Meechan, P. J., & Potts, J. (2020). Biosafety in microbiological and biomedical laboratories.
https://www.bozp.cz/aktuality/biologicti-cinitele/#kap_7

https://www.dsmz.de/ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH:
Welcome to the Leibniz Institute DSMZ

https://www.efbs.admin.ch/en/homepage-1 Swiss Expert Committee for Biosafety SECB

Ing. Alexandra Skopcova
feditelka odboru environmentalnich rizik a ekologickych skod
schvaleno elektronicky
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Kratké schéma pro hodnoceni rizika u bunéénych kultur ve vztahu k virovym sekvencim

Primarni buriky a buné&cné linie, které jsou dobfe charakterizovany a o nichz je znamo, zZe
nejsou infikovany patogennim i mikroorganismy (potvrzeno sbirkou nebo dodavatelem)

— BSL-1, kategorie rizika 1

Vneseni virovych sekvenci,
které NEZPUSOBI
produkci funkénich
virovych ¢éastic

Vneseni vjrovych sekvenci,
které ZPUSOBI produkci
funkénich virovych ¢éastic

Vneseni virovych sekvenci,
které se integruji do
genomu buriky a mohly by
zpusobit tumorogenni nebo
jiny biologicky neZadouci
ucinek pfi expozici Clovéka
Ci zvifete

— Kategorie rizika 1

— Kategorie rizika 2 2

— Kategorie rizika 2 2

Primarni bufiky a bunééné linie, u nichz nelze vyloudit infekci patogenem

— BSL-2, kategorie rizika 2

Vneseni virovych sekvenci
do téchto typl bunék

— Kategorie rizika 2 2

Primarni buriky a
bunééné linie, které jsou
dobfe charakterizovany
a o nichz je znamo, Ze
NEJSOU INFIKOVANY

patogennim i

mikroorganismy
(potvrzeno sbirkou nebo
dodavatelem)
BSL-1, kategorie rizika
1

Vneseni virovych
sekvenci, které
NEZPUSOBI
produkci
funkénich virovych
Castic

i

Kategorie rizika 1

Primarni buriky a
buné&éné linie, u nichz
NELZE VYLOUCIT
INFEKCI patogenem
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Vneseni virovych
sekvenci do téchto
typu bunék

Vneseni virovych
sekvenci, které
ZPUSOBI produkci
funkénich virovych
castic

Vneseni virovych
sekvenci, které se
integruji do genomu
buriky a mohly by
zpUsobit tumorogenni
nebo jiny biologicky
nezadouci ucinek pfi
expozici ¢lovéka ¢i
zvifete
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Priloha 2
Priklady posouzeni rizika pfi praci s virovymi vektory
Zdroj:

Recommendation of the Swiss Expert Committee for Biosafety (SECB) on the classification of
work with genetically modified viral vectors

https://www.efbs.admin.ch/inhalte/dokumentation/empfehlungen/Empfehlungen aktuell/Viral
e Vektoren EFBS E.pdf

Z tohoto dlivodu jsou ponechany pojmy ,skupina“ pro viry, ze kterych jsou vektory odvozeny,
a ,tfida rizika“ pro praci s vyslednymi GMM.

Vektory na bazi retrovirt
Genom: RNA viry

Ekotropické retroviry jsou fazeny do rizika tfidy 1, amfotropické a pseudotypové patfi do rizika
tridy 2.

Mohou infikovat pouze délici se bunky.

V zavislosti na typu bunék a pouzitych vird mohou vznikat rekombinantni virové Castice

s riznym tropismem. Na zakladé tohoto jednoduchého parametru je mozné zaradit konstrukty

nasledovné:

» konstrukty ekotropické: vznikly virus napada pouze buriky mySi a krys, riziko tridy 1

» konstrukty amfotropické: mysi i nemySi buriky, v€etné lidskych, riziko tFidy 2

» konstrukty pseudotypové: povrchové proteiny virovych €astic jsou bud modifikované nebo
pochazeji z riznych vird, napf. arenavirt, hepadnavird, flavivird, viru vezikularni stomatitidy
(G-glykoprotein, VSV-G). Dlsledkem takovych modifikaci je vy3Si stabilita nebo SirSi
spektrum hostitel. Riziko tridy 2.

Vektory na bazi lentivirt

Specificka skupina retrovird. Mohou infikovat délici se i nedélici se bunky.
Podle typu bunék, které infikuji, je mozné klasifikovat riziko do nasledujicich kategorii:

1. Zavedena bunécna linie (Established cell line) (skupina 1) s retrovirovym vektorem, trida
1
= buné&cZna linie, ktera prosla tzv. immortalizaci, tedy ziskala schopnost dlouhodobé se délit
v kultufe, €asto prakticky neomezené. Je to stabilni, dobfe charakterizovana linie, ktera se
chova konzistentné napfi¢ pasazemi.

2. Bunééna linie komplementaéni (Complementing packaging cell line) (skupina 1)
s retrovirovym vektorem
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= specialné upravena bunécéna linie, ktera poskytuje virové proteiny nebo funkéni geny, jez
chybi v geneticky upraveném (defektnim) virovém vektoru. Diky tomu mdze byt takovy
vektor bezpe€né mnozen, aniz by ziskal schopnost nekontrolované se replikovat.

e ekotropicka, trida 1

e amfotropicka, tfida 2

e pseudotypova, tiida 2

Zavedena bunécéna linie (skupina 1) s transgenem uz neuvolfiujici virové ¢astice do okolniho
média, tfida 1
3. Primarni bunky (skupina 2) s transgenem, tfida 2

Podrobna klasifikace vektori na bazi retrovira a lentivird, zarazeni do tridy rizika

Vektor, aktivita Trida
Vektorova DNA v E. coli

Transformace DNA retrovirového nebo lentivirového vektoru do E. coli K12 nebo 1
jejich derivatll (produkce, amplifikace vektoru)

Transformace plasmidu obsahujiciho gen env pro kapsidovy protein nebo 1

plasmidu kédujiciho slozky virové kapsidy, jako jsou rev, gag, pol atd. do E. coli
K12 nebo jejich derivatl za u¢elem produkce a amplifikace pfisluSnych plasmidu

MysSi ekotropické retroviry
Produkce replikacné defektnich ekotropickych vektora (inzert patfi do tfidy 1) v 1
ekotropické komplementaéni bunécné linii (skupina 1) prostfednictvim
transfekce DNA retrovirového vektoru

Rekombinantni replikatné defektni mysi retroviry produkované ekotropickymi 1
komplementa¢nimi bunéénymi liniemi

Replikacné kompetentni ekotropické mysi retroviry 1
Bunécné linie (skupina 1) infikované replikacné defektnimi ekotropickymi 1
retroviry (neuvolfujici viry s Sir§im spektrem hostitelt)

Rekombinantni replikaéné defektni ekotropické mysi retroviry s onkogenem 1

Mysi amfotropické retroviry

Komplementaéni buné&éné linie obsahujici pouze sekvence kddujici virové 1
kapsidy amfotropického typu

Infekce amfotropickych komplementanich bunék (skupina 1) replikacné 2
defektnimi ekotropickymi mysimi retroviry

Produkce replikacné-defektnich amfotropickych vektorll v amfotropické 2
komplementacni bunécné linii (skupina 1) po transfekci DNA retrovirového
vektoru

Transfekce kokultury ekotropickych a amfotropickych komplementaénich 2
bunéé&nych linii s DNA retrovirového vektoru

Rekombinantni replikacné defektni mysi amfotropické retroviry uvolfované 2

amfotropickymi komplementa¢nimi buné&énymi liniemi

Lentivirové vektory
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Transfekce bunécnych linii (skupina 1) DNA lentivirového vektoru a plasmidovou
DNA obsahuijici geny nezbytné pro sbaleni a vytvofeni virové Castice (rev, gag,
pol a env)

Rekombinantni replikaéné defektni lentivirové vektory uvolfované vySe
uvedenymi bunéénymi liniemi

Vektor, aktivita Tri
da

Bunécné linie a primarni bunky infikované rekombinantnimi retrovirovymi nebo

lentivirovymi vektory

Bunéc¢né linie zafazené do skupiny 1 a infikované vySe popsanymi retrovirovymi | 2

vektory skupiny 2 neschopnymi replikace

Lze-li pfedpokladat, Ze po nékolika cyklech pasazovani vySe uvedené buriky jiz | 1

neuvolfuji ¢astice virového vektoru, Ize je prefadit do tfidy 1 (za predpokladu, ze

nejsou schopny komplementovat defekt replikace a nejsou kontaminovany retroviry

schopnymi replikace)

Primarni lidské a zivoc€iSné buriky jsou ¢asto zafazeny do skupiny 2 (viz doporuceni | 2

SECB tykajici se bezpetné manipulace s lidskymi a Zzivo&iSnymi burfikami a

buné&nymi kulturami

https://www.efbs.admin.ch/inhalte/dokumentation/empfehlungen/Empfehlungen_akt

uell/Zellkulturen EFBS E.pdf.

| v pfipadé infekce retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory neschopnymi replikace

zUstavaji zafazeny do tfidy 2, a to i tehdy, kdyZ pfestanou vylu€ovat virus.

Vektory s modifikovanymi povrchovymi proteiny

Replikacné defektni retrovirovymi a lentivirové vektory obsahujici kapsidovy protein | 1

z ekotropickych mySich leukemickych virt

Infekce bunék skupiny 1 vy§e uvedenymi retrovirovymi a lentivirovymi vektory (jsou-li | 1

pouzity burniky skupiny 2, pak zaradit do tfidy 2) (2)

Replikacné defektni retrovirové vektory obsahujici obalové proteiny jinych viri, napf. | 2

viru vezikularni stomatitidy (VSV), leukémie Gibonu (Gibbon ape leukemia virus,

GaLV), virus RD 114

Replika¢né defektni retrovirové vektory obsahujici obalové proteiny jinych vird, napf. | 2

viru vezikularni stomatitidy (VSV), leukémie Gibonu (Gibbon ape leukemia virus,

GaLV), virus RD 114 nebo rekombinantni obalové proteiny viru mysi leukémie

(moloney murine leukemia virus, MoMLV) obsahuijici ligand pro bunéény povrchovy

protein

Infekce bunék skupiny 1 nebo 2 pomoci vySe uvedenych retrovirovych nebo | 2

lentivirovych vektoru

Infekce zvirat retrovirovymi a lentivirovymi vektory

Dokud mohou zvifata infikovana retrovirovymi nebo lentivirovymi vektory skupiny 2 | 2

vyluCovat tyto virové Castice v jakékoli form&, musi byt chovana v podminkach

bezpefnostni Urovné rizika tfidy 2

Jakmile Ize pfedpokladat, Zze infikovana zvifata jiz nevylucuji virové Castice, 1

mohou byt chovana na bezpec€nostni urovni rizika tfidy 1

Lentivirové vektory obsahujici onkogenni sekvence: Zvlastni pozornost je tfeba | 2-3

vénovat pseudotypovym lentivirovym vektorim, které jsou stabilnéjSi, vykazuji

hostitelskou specificitu pro lidské epitelialni buriky nebo je lidsky komplementovy
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sekvencemi kédujicimi cytokiny.

systém nedokaze rozpoznat kvuli zménénému glykosylacnimu vzoru. Viz pfislusné
doporuceni SECB tykajici se posuzovani rizik ¢innosti s onkogennimi sekvencemi a

Vektory na bazi adenoviru

Genom: dsDNA

Adenoviry jsou zafazeny do rizika tfidy 2.

Adenovirové vektory pouzivané k pfenosu genl jsou obvykle neschopné replikace v disledku
delece v Casné oblasti E1. Nové generace obsahuji vice genomovych deleci v dalSich
segmentech (E2, E3 i E4), proto je mozné tyto vektory za specifickych podminek fadit i do tfidy

1.

Nékteré adenoviry se mohou integrovat do genomu.

Podrobna klasifikace vektord na bazi adenoviru typu 5, zafazeni do tridy rizika

Vektor, aktivita

Trida

DNA vektoru

Intaktni adenovirovy genom, volné pfitomny nebo vioZzeny do plasmidu na bazi
pBR322, v E. coli K12 nebo jejich derivatech (produkce, amplifikace intaktniho
adenovirového genomu)

Replikaéné defektni genom adenoviru, volné pfitomny nebo vioZeny do
plasmidu na bazi pBR322, v E. coli K12 nebo jejich derivatech (produkce,
amplifikace intaktniho adenovirového genomu)

Transfekce nekomplementujicich bunék ze skupiny 1 nebo 2 replikacné
defektnim genomem adenoviru, volné pfitomnym nebo vioZzenym do plasmidu
na bazi pBR322: klasifikace podle recipientniho organismu

1 nebo 2

Virové castice

Komplementaéni bunééné linie, napf. HEK293

Produkce replikaéné kompetentniho adenoviru prostfednictvim transfekce
nekomplementujicich bunék skupiny 1 nebo 2 intaktnim adenovirovym
genomem, a to bud ve volné formé&, nebo vloZenym do plasmidu na bazi pBR322

N[—

Produkce replikacné defektniho rekombinantniho adenoviru (s nebo bez inzertu)
prostfednictvim transfekce komplementujicich bunék skupiny 1 replikacné
defektnim adenovirovym genomem, a to bud ve volné formé, nebo viozenym do
plasmidu na bazi pBR322

Produkce replikacné defektniho rekombinantniho adenoviru (s nebo bez inzertu)
prostfednictvim transfekce bunék skupiny 1 nebo 2 nékolika plasmidy
obsahujicimi replikaéné defektni subgenomické nebo subgenické sekvence
adenoviru, coz muze vést ke vzniku replikacné kompetentnich virovych &astic
adenoviru

Infekce cilovych bunék skupiny 1 nebo 2 (at' uz komplementujicich &i nikoli) nebo
zvifat, ktera nejsou schopna kompenzovat defekt replikace pomoci vySe
zminéného rekombinantniho adenoviru s defektem replikace
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Jakmile |ze pfedpokladat, ze cilové bunky (skupina 1) infikovanych zvifat jiz 1
nevyluCuji virové ¢astice, mohou byt chovana na bezpecnostni urovni rizika tfidy
1

Castice adenovirového vektoru bez gend (tzv. gutless adenoviral vector 1
particles), u nichz byly odstranény vSechny adenovirové geny, neobsahuji zadny
transgen s potencialnim rizikem a byly vyprodukovany v pomocnych bunéénych
liniich, kde se nepfedpoklada homologni rekombinace mezi integrovanymi
pomocnymi geny a pomocnym virem, pficemz baleni DNA pomocného viru je
minimalizovano a ¢astice adenovirového vektoru jsou zbaveny kontaminujicich
pomocnych virll pomoci odstfedivky s hustotnim gradientem

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo zvifat vySe uvedenymi Casticemi 1
adenovirového vektoru bez genu (tzv. gutless adenoviral vector particles)

Vektory na bazi adeno-asociovanych vira
Genom: linearni ssDNA

Viry samotné jsou fazeny do rizika tfidy 2. Pokud v8ak neni pfitomen pomocny virus a pokud
transgen nekdduje tumorigenni gen ani toxin, Ize vektor zaradit do rizika tfidy 1.

Adeno-asociované viry (AAV) jsou nepatogenni lidské a zvifeci Parvoviry. Jsou defektni a
vyzaduji koinfekci pomocnymi viry jako jsou adenoviry nebo viry herpes simplex.

Replikace AAV je obvykle zavisla na pomocnych funkcich. Pfi hodnoceni je nutné posoudit
pfitomnost helper viru nebo helper funkci, produkéni systém, pfitomnost rep/cap, moznost
vzniku replikacné kompetentniho AAV, biologickou funkci insertu a cilovy organismus.

Podrobna klasifikace vektorii na bazi AAV (bez ohledu na sérotyp), zarazeni do tridy
rizika

Vektor, aktivita Trida
Vektor/pomocna DNA
DNA rekombinantniho vektoru AAV (obsahujici pouze dvé virové sekvence ITR) 1
nebo pomocny vektor na bazi plasmidu v E. coli K12 nebo jejich derivatech
(produkce, amplifikace vektorovych a pomocnych plasmidud)

Virové ¢astice odvozené z AAV
Produkce vektoru na bazi AAV prostfednictvim kotransfekce hostitelské 2
bunécné linie vektorem a pomocnym plasmidem a infekce replikacné
kompetentnim pomocnym virem

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo 2 nebo zvifat vySe uvedenymi 2
vektorovymi ¢asticemi
Produkce vektoru na bazi AAV bez pomocného viru (tzv. helper virus-free) 1

prostfednictvim kotransfekce komplementujici bunééné linie (napf. HEK293)
s vektorem a pomocnym plasmidem

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo zvifat vySe uvedenymi vektorovymi 1
Casticemi
Infekce cilovych bunék ze skupiny 2 nebo zvifat vy8e uvedenymi vektorovymi 2
Casticemi
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Produkce vektoru na bazi AAV bez pomocného viru (tzv. helper virus-free), ktery 2
obsahuje sekvence s potencialnim rizikem, jako jsou onkogeny, sekvence
kédujici cytogeny, integrazy nebo definované siRNA, miRNA nebo shRNA

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo 2 nebo zvifat vySe uvedenymi 2
vektorovymi ¢asticemi
Jakmile |ze pfedpokladat, Ze cilové buriky (skupina 1) nebo infikovana zvifata jiz 1

nevyluéuji virové ¢astice, mohou byt zafazeny do rizika tfidy 1

Vektory na bazi Herpes simplex virus 1 a 2

Genom: dsDNA

Vektory na bazi HSV zustavaji v podobé extrachromozomalniho epizomu, coz snizuje

vektory integrujici se.

V souCasné dobé se bézné pouZzivaji dvé hlavni strategie pro vektory zaloZzené na viru, HSV,
predevsim viru HSV-1

» Rekombinantni viry HSV (rHSV) jsou replikacné defektni
» HSV amplikony jsou odvozeny z plasmidu

Vzhledem k pfitomnosti kdédujicich virovych sekvenci a z toho vyplyvajicich moznych
cytopatickych uc¢inkd, jakoz i s ohledem na jejich rozSifeny tropismus, by se prace s rHSV a s
amplikonovymi ¢asticemi kontaminovanymi pomocnym virem mély obecné provadét na
bezpec€nostni urovni rizika tfidy 2, a to bez ohledu na pouZité inzerty.

Pro posouzeni rizika je dllezité védét, zda je defekt replikace u rHSV stabilni a nelze jej
obnovit, a zda by se mohl objevit pomocny virus HSV nebo divoky typ HSV, ktery by
produkoval cytotoxické proteiny.

Nakladani s HSV amplikony, které obsahuji inzerty bez nebezpelného potencialu, lze
provadét na bezpecnostni urovni rizika tfidy 1. Prace zahrnujici RNA interferenci (napf.
s vyuzitim si/mi/shRNA) by mély byt provadény na bezpecnostni urovni rizika tfidy 2, jelikoz o
jejich modifikaénich vlastnostech v bufikdch je znamo jen malo. Totéz plati pro sekvence
s potencialnim rizikem (napf. onkogeny, sekvence kédujici cytokiny, integrazy). V pfipadé, ze
je provedeno podrobné posouzeni rizik prokazujici, ze pouzita vlozka si/mi/shRNA
nepredstavuje zadné nebo jen zanedbatelné riziko, Ize praci provadét také za podminek
bezpecnostni urovné rizika tridy 1.

Podrobna klasifikace vektord na bazi HSV, zarazeni do tridy rizika

Vektor, aktivita Trida
Vektor/pomocna DNA
Replikacné defektni genom HSV nebo pomocné plasmidové vektory 1
v E. coliK12 nebo jejich derivatech (produkce, amplifikace vektorovych a
pomocnych plasmidi)

HSV amplikon v E. coli K12 (produkce, amplifikace HSV amplikon() 1

Virové castice
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Produkce rekombinantniho replikacné defektniho viru rHSV prostfednictvim 2
transfekce komplementaCni bunééné linie (stale je mozné, Ze dojde
k cytotoxickym ucinkim)

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo zvifat vektorem rHSV 2
Produkce HSV-1 amplikont prostfednictvim kotransfekce komplementujici 2
bunééné linie vektorovou DNA a pomocnym replikaéné defektnim virem rHSV

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo 2 nebo zvifat vySe zminénymi HSV 2
amplikony

Produkce HSV-1 amplikonl bez pfitomnosti pomocného viru (helper virus free) 1
v permisivnich eukaryotickych linii (skupina 1)

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo zvifat vy§e zminénymi HSV amplikony 1
Infekce cilovych bunék ze skupiny 2 nebo zvifat vy$e zminénymi HSV amplikony 2
Produkce HSV-1 amplikonl bez pfitomnosti pomocného viru (helper virus free) 2

obsahujicich sekvence s potencialnim rizikem, jako jsou onkogeny, sekvence
kéduijici cytogeny, integrazy nebo definované siRNA, miRNA nebo shRNA

Infekce cilovych bunék ze skupiny 1 nebo 2 nebo zvifat vySe zminénymi HSV 2
amplikony
Jakmile Ize pfedpokladat, ze cilové bunky (skupina 1) nebo infikovana zvifata jiz 1

nevylu€uji virové Castice, mohou byt zafazeny do bezpe€nostni Urovné rizika
tFidy 1

Vektory na bazi viru vztekliny

Genom Rhabdovirt: negativni ssRNA
Virus vztekliny je zafazen do rizika tfidy 3

Virové vektory pouzivané ve vyzkumu pochazeji téméf vyluéné z vakcinacniho kmene SAD-
B19. Tento oslabeny Zivy kmen se v Evropé pouziva k oCkovani volné Zijicich zvifat
prostfednictvim nakazené navnady. Pro Sirokou Skalu Zivo€isnych druhu je nepatogenni.

Virové vektory SAD-B19 vykazuji deleci v sekvenci kédujici G-protein. Po infekci prochazi
virus SAD-B19AG jednim uplnym cyklem intracelularni replikace a produkuje viriony, které jsou
schopny se od&tépit z hostitelské buriky, i kdyZz postradaji G-protein. Tyto ¢astice SAD-B19AG
v8ak nejsou schopny se navazat na sekundarni hostitelskou buriku a proniknout do ni. Nékteré
viry SAD-B19AG vykazuji dalSi delece v genech N a P a v poly-U segmentech mezi N a P, coz
vede ke snizené expresi virovych proteinu.

SAD-B19AG vznikaji spole€nou transfekci permisivnich bunék genomovym AG-RNA
plasmidem a plasmidy kodujicimi G-protein viru vztekliny. Vysledné ¢astice SAD-B19AG s G-
proteinem viru vztekliny v povrchovych strukturach jsou schopny infikovat bunky pouze jednou,
nejsou vSak schopny podporovat tvorbu novych infekénich virovych &astic. V zadném stadiu
tvorby AG vektoru viru vztekliny (RABV) neni zapojen intaktni virus vztekliny. Nelze vSak
vyloucit moznost rekombinace.

Podrobna klasifikace vektori na bazi viru vztekliny, zarazeni do tridy rizika

Ministerstvo Zivotniho prostredi 14/18
Vrovicka 1442/65, 100 10 Praha 10
ICO: 00164801, T: +420 267 121 111, ID DS: 9gsaax4 mzp.gov.cz


https://mmr.gov.cz/

Ministerstvo

zivotniho prostredi
Odbor environmentalnich rizik a ekologickych Skod

Vektor, aktivita Trida
DNA plasmidy
Rekombinantni DNA plasmidy s vyfazenym G-proteinem nebo pomocné 1
plasmidy obsahujici jednotlivé oteviené ¢teci ramce viru vztekliny v E. coli K12
nebo jejich derivatech (vyroba, amplifikace vektorového plasmidu a pomocnych
plasmid()

Vektory na bazi viru vztekliny u zvirat nebo v zivo¢iSnych bunkach
Produkce vakcinaéniho kmene SAD-B19

Produkce &astic SAD-B19AG prostiednictvim kotransdukce hostitelské bunééné
linie plasmidem obsahujicim genom vektoru s vynechanym G-proteinem a
pomocnymi plasmidy kédujicimi G-protein a dalSi proteiny viru vztekliny
Kotransdukce cilovych bunék skupiny 1 nebo 2 nebo infekce zvifat astici SAD- 2
B19AG a replikacné defektnimi virovymi vektory, které spolec¢né zkompletuji
virovy G-protein (skupina 1 nebo 2, tj. AAV-RB-G), ale nikoli dalSi proteiny viru
vztekliny

Produkce pseudotypovych ¢&astic SAD-B19AG-EnvA prostiednictvim ko- 1
transdukce hostitelské buné&cné linie s genomickym vektorem, ktery ma
odstranény G-protein a pomocnymi plasmidy kédujicimi glykoprotein EnvA a
dal$i proteiny viru vztekliny

NN

Transdukce cilovych bunék skupiny 1 nebo infekce zvifat exprimujicich receptor 1
TVA s SAD-B19AG -EnvA
Transdukce cilovych bunék skupiny 2 nebo infekce zvifat exprimujicich receptor 2
TVA s SAD-B19AG -EnvA
Buriky skupiny 1 u zvifat, kterym byly do mozku injikovany SAD-B19AG (jako 1

aktivita spadajici do tfidy rizika 2) muze byt snizena na rizikovou skupinu 1 a
udrzovana na bezpecnostni urovni rizika tfidy 1

Analyza bunék skupiny 1 a zvifecich tkani infikovanych SAD-B19AG dokud 2
existuje moznost, Ze jsou pfitomny infekéni Eastice prenadejici vzteklinu

Analyza infikovanych primarnich bunék a tkani zvifat z kategorie SPF 1
infikovanych SAD-B19AG-EnvA
Analyza infikovanych primarnich bunék a tkani primatu infikovanych virem SAD- 2

B19AG-EnvA (jako aktivita tfidy rizika 1)

Vektory na bazi viru Pseudorabies (Aujeszkyho choroba)

Genom: linearni dsDNA

Klasifikovan do tfidy rizika 2

Virus je patogenni pro hospodaiska a laboratorni zvifata

Kmen PRV ,Bartha“ je atenuovany kmen pouzivany jako vakcina pro prasata.

Geneticky modifikovanou formou viru PRV Bartha je kmen Ba2001. Ten neni schopen
replikace, pokud jeho genom neni rekombinovan pomoci cre-rekombinazy. DalSim kmenem s
defektem replikace je kmen PRVAIE180. Protein IE180 kdéduje €asny transkripéni aktivator
virovych genu potfebny pro replikaci DNA a transkripci RNA. Transkomplementace s IE180
muze obnovit pfechodnou infekénost.
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Glykoprotein gD obalu viru PRV je nezbytny pro infekci bunék. Mutanty PRVAgD se replikuji v
infikovanych burikach, avSak potomkové viriony uvolnéné z infikovanych bunék jiZ nejsou
infekéni.

Podrobna klasifikace vektorti na bazi viru Pseudorabies, zarazeni do tfidy rizika

Vektor, aktivita Trida
DNA plasmidy
Rekombinantni DNA plasmidy nebo pomocné plasmidy obsahujici OFR viru 1
pseudorabies v E. coli K12 nebo jejich derivatech

Virové castice

Produkce replikatné kompetentniho vakcinaéniho kmene PRV Bartha nebo 1
jinych atenuovanych replikané kompetentnich PRV na permisivnich bufikach
skupiny 1

Infekce cilovych bunék skupiny 1 nebo zvifat replikacné kompetentnim PRV 1
Bartha nebo jinym atenuovanym PRV

Infekce cilovych bunék skupiny 2 nebo zvifat replikatné kompetentnim PRV 2
Bartha nebo jinym atenuovanym PRV

Produkce replikacné defektniho PRV na permisivni bunécné linii bez 1

pomocného viru skupiny 2
Infekce cilovych bunék skupiny 1 nebo zvirat replikacné defektnim PRV
Infekce cilovych bunék skupiny 2 nebo zvifat replikacné defektnim PRV

N|—

Vektory na bazi viru pseudorabies u zvifat nebo v Zivo¢isSnych buinkach
Zvifata, kterym byl do mozku injek&né podan replikacné kompetentni vakcinacni 2
kmen PRV Bartha nebo jiny atenuovany replikaéné kompetentni kmen PRV
(anterogradni Sifeni PRV umoziuje jeho rozSifeni do perifernich neuront)
Analyza infikovanych primarnich bunék a zvifecich tkani infikovanych replikacné 2
kompetentnim vakcinaCnim kmenem PRV Bartha nebo jinym atenuovanym
replikaéné kompetentnim PRV, pokud stale existuje mozZnost pFitomnosti
infek&nich &astic PRV

Zvitata, kterym byl do mozku injikovan replikaéné defektni virus PRV 1
Analyza transdukovanych primarnich buné&k nebo zvifecich tkani s replikatné 1
defektnim PRV

Vektory na bazi alfaviri - Semliki forest virus (SFV) a Sindbis (SIN) virus

Genom: pozitivni ssRNA

TFida rizika 2

PFi pouziti takovych vektord obvykle dochazi k tvorbé replikacné defektnich virovych €astic.
Porucha replikace systému je proto kliCovym prvkem posouzeni rizik. AvSak pfi pouziti
pomocneho plasmidu s uplnym a nemodifikovanym &tecim ramcem pro strukturalni proteiny
nelze vyloucit, Ze se po spolec¢né transfekci eukaryotickych bunék s in vitro pfepisovanou

vektorovou RNA vytvofi infekéni viry schopné replikace. Takovato aktivita pfedstavuje nizké
riziko pro ¢lovéka a Zivotni prostiedi.
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Podrobna klasifikace vektora na bazi vird SFV a SIN, zarazeni do tfidy rizika

Vektor, aktivita

Trida

Expresni vektor nebo pomocny plasmidovy vektor v E. coli K12 nebo jejich
derivatech

Transfekce eukaryotickych bunék skupiny 1 in vitro transkripty z expresnich
vektort SFV nebo SIN za pfedpokladu, Zze buriky neobsahuji sekvence kodujici
proteiny virového obalu a Ze heterologni protein nepfedstavuje Zadné riziko

Transfekce eukaryotickych bunék skupiny 2 in vitro transkripty z expresnich
vektorl SFV nebo SIN

Kotransfekce eukaryotickych bunék ze skupiny 1 nebo skupiny 2 in vitro
transkriptem z expresniho vektoru obsahujiciho subgenomické virové nebo
bunéné sekvence a transkriptem z pomocného vektoru, ktery obsahuje
kompletni sekvence pro strukturalni obalové proteiny: Ize vytvofit infekéni virové
Castice schopné replikace.

Infekce eukaryotickych bunék skupiny 1 nebo 2 vySe zminénymi virovymi
Casticemi

Kotransfekce eukaryotickych bunék ze skupiny 1 nebo skupiny 2 in vitro
transkripty s pomocnymi funkcemi odvozenymi z binarniho systému (two-helper
RNA system): mohou vznikat pouze infek¢ni, av8ak replikacné defektni virové
Castice: klasifikace je stejna jako u hostitelského organismu

1 nebo 2

Infekce eukaryotickych bunék skupiny 1 nebo 2 vySe zminénymi virovymi
Casticemi: klasifikace je stejna jako u hostitelského organismu

1 nebo 2

Kotransfekce eukaryotickych bunék ze skupiny 1 nebo skupiny 2 in vitro
transkriptem z expresniho vektoru (transkript obsahuje subgenomické virové
nebo bunélné sekvence) a transkriptem z pomocného vektoru s trojitou mutaci
v proteolytickém Stépném misté prekurzorového proteinu E3-E2: funkce
odvozené od binarniho systému (two-helper RNA system): jsou produkovany
replikacné kompetentni, ale neinfekéni virové Eastice: klasifikace je stejna jako
u hostitelského organismu

1 nebo 2

Aktivace vySe zminénych virovych ¢&astic prostfednictvim plsobeni alfa-
chymotrypsinu (tvorba infekénich virovych €astic, které se nemohou mnozit)

1

Infekce eukaryotickych bunék skupiny 1 nebo 2 vySe zminénymi virovymi
Casticemi: klasifikace je stejna jako u hostitelského organismu

1 nebo 2
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Priklady komeréné dostupnych sav€ich bunéénych linii imortalizovanych celym virem

nebo jeho fragmenty

Nazev linie

puvodce

GMO

Virova komponenta

Trida rizika

leukemia virus

15P-1 my$ ano Gen pro velky T antigen 1

mySiho polyomaviru
B95-8 tamarin ano Epstein-Barr virus 2

vatovy

BEAS-2B Clovék ano replikacné defektnim 2

viceslozkovy Ad12—

SV40 hybridni virus
BV-2 my$ ano Retrovirové geny 1

v-raf/v-myc
CAP Clovék ano Geny E1A a E1B z Ad5 1
CAP-T Clovék ano Geny E1A a E1B z Ad5 1
+ SV40 velky T-antigen
COS-1+ COS-7 koCkodan ano replikacné defektni SV40 2
zeleny virus
GM12878 Clovék ano Epstein-Barr virus 2
hCMEC/D3 Clovék ano Gen pro velky T-antigen 1
ze SV40
HEK293 Clovék ano Geny E1A a E1B z Ad5 1
HelLa Clovék ne HPV18 virus 2
HK-2 Clovek ano Geny E6/E7 z HPV16 1
HUDEP-1 + Clovék ano Geny E6/E7 z HPV16 1
HUDEP-2
MING6 my$ ano Gen pro velky T-antigen 1
ze SV40

MT-2 Clovék ano HTLV-1 virus 3
PER.C6 Clovék ano Geny E1A a E1B z Ad5 1
Raji Clovék ne Epstein-Barr virus 2
RAW264.7 my$ ano defektni Abelson murine 2
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