Niniejszy dokument przygotowany został jako instrukcja na potrzeby przygotowania zgłoszenia wniosku o zamknięte użycie GMM kategorii I w Zakładzie Inżynierii Genetycznej Uczelnianego Centrum Aparaturowego UMP.
WZÓR ZGŁOSZENIA PROWADZENIA ZAMKNIĘTEGO UŻYCIA MIKROORGANIZMÓW GENETYCZNIE ZMODYFIKOWANYCH (GMM) ZALICZONYCH DO I KATEGORII

	Nr zgłoszenia w rejestrze 

(wypełnia urząd)
	


1. Informacje o zgłaszających planowanego zamkniętego użycia GMM
	1.1
	Imię i nazwisko oraz adres i miejsce zamieszkania albo nazwa oraz adres i siedzibę zgłaszającego, a w przypadku gdy zgłaszającym jest osoba fizyczna prowadząca działalność gospodarczą, zamiast adresu i miejsca zamieszkania tej osoby –adres i miejsce wykonywania działalności, jeżeli są inne niż adres i miejsce zamieszkania tej osoby
	Jednostka UMP, adres jednostki

	1.2
	Imiona i nazwiska osób, które będą kierować zamkniętym użyciem GMM 
	Dane eksperymentatora odpowiedzialnego za badanie z użyciem GMM

	1.3
	Kwalifikacje zawodowe osób, które będą kierować zamkniętym użyciem GMM
	Opis wykształcenia


2. Informacje o komisjach do spraw bezpieczeństwa biologicznego oraz o osobie odpowiedzialnej za bezpieczeństwo zamkniętego użycia GMM

	2.1
	Informacje o komisjach do spraw bezpieczeństwa biologicznego (jeśli zostały powołane)
	Komisja bezpieczeństwa biologicznego Zakładu Inżynierii Genetycznej Uczelnianego Centrum Aparaturowego (nr 74 w Rejestrze Zakładów Inżynierii Genetycznej 04-17/2018) 

	2.2
	Imię i nazwisko osoby odpowiedzialnej za bezpieczeństwo zamkniętego użycia GMM 
	Ewa Mały

	2.3
	Kwalifikacje zawodowe osoby wymienionej w pkt 2.2
	Wykształcenie wyższe: biotechnolog; doktor nauk rolniczych


3. Opis planowanych prac z wykorzystaniem GMM
3.1 Cel prac zamkniętego użycia GMM 

Opis celu prac

3.2  Planowany okres prowadzenia prac

Luty 2019- kwiecień 2021
4. Charakterystyka typu GMM
a. Charakterystyka wykorzystywanego biorcy

	4.1
	Nazwa taksonomiczna (łacińska i polska – jeśli istnieje)
	1) Escherichia coli DH5α, Pałeczka okrężnicy- szczep DH5α 

2) Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika

	4.2
	Inne nazwy (w szczególności: nazwa szczepu, linii, hodowlana)
	1) E. coli DH5α

2) Nie dotyczy

	4.3
	Cechy fenotypowe i genetyczne oraz stabilność genetyczna i fenotypowa
	1) E. coli DH5α posiada mutacje recA1 oraz endA1, które ułatwiają transformację, wniknięcie i utrzymanie się plazmidu w bakteriach. Dodatkowo obecna jest mutacja lacZM15 umożliwiająca screening transformowanych bakterii. Szczep nie jest patogenny, nie posiada genów kodujących toksyny. Jest to szczep popularny w badaniach laboratoryjnych.
2) Komórki adherentne, w początkowych fazach hodowli drobne, mogą układać się w kształt kostki bądź włókien. Cechy genetyczne oraz stabilność genetyczna nie są określane. Stabilność fenotypowa- komórki zmieniają kształt w czasie długotrwałej hodowli. Cechy i stabilność mogą się różnić między poszczególnymi hodowlami ze względu na różne histotypy jak i cechy osobnicze pacjentki, od której pobrany został materiał.

	4.4
	Opis technik identyfikacji i detekcji
	1) E. coli DH5α można identyfikować na podłożach różnicująco-wybiórczych do oznaczania pałeczek jelitowych np. podłoże Brilliance (E. coli rośnie na kolor fioletowy), metodą PCR na podjednostkę 16S rybosomu lub komercyjnym testem API 20E (są to testy fenotypowe).
2) Komórki nowotworowe są identyfikowane przy pomocy barwienia fluoroscencyjnego na MOC-31. Jest to glikoproteina, która w komórkach nowotworowych wybarwia się w postaci otoczki komórkowej, natomiast w komórkach normalnych ma lokalizację cytoplazmatyczną. Komórki nowotworowe posiewane są na odpowiednie naczynia, następnie są utrwalane, poddawane permabilizacji i blokowaniu. W kolejnym etapie komórki inkubowane są z pierwszorzędowym przeciwciałem anti-MOC31, następnie z fluorescencyjnym przeciwciałem drugorzędowym. Obserwacja wybarwionych komórek odbywa się przy użyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Czułość metody określana jest przez czułość użytych przeciwciał. Metoda jest wiarygodna i pozwala na odróżnienie komórek nowotworowych od komórek normalnych z wysoką specyficznością.

	4.5
	Patogenność
	1) Brak

2) Brak

	4.6
	Opis wcześniejszych modyfikacji genetycznych
	1) mutacje: recA1 oraz endA1, które ułatwiają transformację, wniknięcie i utrzymanie się plazmidu w bakteriach; mutacja lacZM15 umożliwiająca screening transformowanych bakterii; brak genów odpowiadających za patogenność bakterii, ich inwazyjność oraz produkcję toksyn.
2) Brak

	4.7


	Szczep stosowany w produkcji przemysłowej na dużą skalę lub laboratoryjny
	1) E. coli DH5α jest szczepem laboratoryjnym
2) Komórki pierwotne nabłonkowego raka jajnika pozyskiwane tylko do celów laboratoryjnych

	4.8
	Kategoria zagrożenia
	 I


b. Charakterystyka wykorzystywanego dawcy

	4.9
	Nazwa taksonomiczna (łacińska i polska – jeśli istnieje)
	 Nie dotyczy

	4.10
	Inne nazwy (w szczególności: nazwa szczepu, linii, hodowlana)
	 Nie dotyczy

	4.11
	Stopień pokrewieństwa pomiędzy dawcą i biorcą
	 Nie dotyczy

	4.12
	Patogenność
	 Nie dotyczy

	4.13


	Oporność na antybiotyki i możliwość wykorzystania tych antybiotyków w leczeniu ludzi i zwierząt oraz w profilaktyce
	 Nie dotyczy

	4.14


	Informacje dotyczące zdolności do  samodzielnego utrzymania się w środowisku
	 Nie dotyczy

	4.15


	Możliwość przenoszenia materiału genetycznego, koniugacja, krzyżowanie, rozsiewanie, inne
	 Nie dotyczy

	4.16
	Kategoria zagrożenia
	 Nie dotyczy


c. Charakterystyka stosowanego wektora
	4.17
	Nazwa i opis

pKAR1- wektor pozwalający na jednoczesną ekspresję GFP lub shRNA z promotora U6 oraz cDNA (z FLAG-tag) z indukowanego doksycykliną promotora CMV. Wektor powstał na szkielecie pUHD-P3. Jego wielkość to 4604 bp. Główne zastosowanie  wektora to interferencja ekspresji genów z wykorzystaniem małych niekodujących cząsteczek RNA (RNAi). shRNA z tego wektora ulega w komórce docięciu przez enzym Dicer do dojrzałej postaci siRNA. Cząsteczka ta następnie jest włączana do kompleksu RISC i kierowana do komplementarnej sekwencji mRNA, która ulega wyciszeniu. Sekwencja cDNA spod promotora CMV służy do weryfikacji specyficzności i poprawnej aktywności sekwencji shRNA. Jest to najczęściej sekwencja targetowa dla powstającej cząsteczki siRNA, z jedną lub kilkoma cichymi mutacjami punktowymi. Ma to na celu zmienienie sekwencji na tyle, by cząsteczka siRNA nie była w stanie jej wyciszyć, przy jednoczesnym zachowaniu funkcji.  

	4.17.1
	odnośnik literaturowy opisujący konstrukcję wektora (jeśli jest dostępny)
	Ma et al Nucleic Acids Res. 2007 . 35(4):e22.

https://www.addgene.org/23104

	4.17.2
	jeśli użyty wektor nie jest opisany lub jest zmodyfikowany w stosunku do konstruktu wyjściowego, opisać szczegółowo, w tym wszystkie modyfikacje i ich przewidywane skutki
	 Nie dotyczy


d. Cechy identyfikujące GMM

	4.18
	Nazwa taksonomiczna GMM (łacińska i polska – jeśli istnieje)
	1) Escherichia coli DH5α, Pałeczka okrężnicy- szczep DH5α 

2) Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika

	4.19


	Metody używane do modyfikacji genetycznej (konstrukcja i wprowadzenie insertu bądź insertów do biorcy lub usunięcie sekwencji)
	By wstawić insert do wektora zostanie wykorzystana metoda klonowania z użyciem odpowiednich enzymów restrykcyjnych. Sekwencje intronów zostaną zsyntetyzowane na zamówienie.

1) E.coli DH5α zostaną transformowane plazmidem po klonowaniu metodą heat shock w celu namnożenia plazmidu i jego izolacji zestawem do izolacji plazmidowego DNA

2) Komórki nabłonkowego raka jajnika zostaną stransfekowane plazmidem wyizolowanym z bakterii przy pomocy odczynników chemicznych. Będzie to rodzaj transfekcji przejściowej.

	4.20
	Informacje o uzyskanym GMM

	4.20.1
	źródło i funkcje kwasu nukleinowego wykorzystywanego do modyfikacji genetycznej
	Sekwencje shRNA oraz cDNA zostaną zsyntetyzowane na zamówienie. shRNA posłużą do wyciszenia aktywności szlaków sygnałowych p38 MAPK, PI3K, JNK, AKT oraz czynników transkrypcyjnych AP-1, SP-1 i NF-κB. cDNA będą zawierały odpowiedniki genów wyciszanych przez shRNA. Sekwencje będą zawierały ciche mutacje punktowe, które pozwolą na powstanie prawidłowo funkcjonującego białka oraz nie zostaną wyciszone przez dany shRNA. 

Wszystkie sekwencje zostaną opracowane na podstawie publikacji.

	4.20.2
	opis zmienionych cech genetycznych i fenotypowych GMM
	1) E. coli DH5α nabywają odporności na ampicylinę, karbenicylinę oraz pochodne tych dwóch antybiotyków

2) Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika- wyciszenie ekspresji specyficznego genu zaangażowanego w aktywność jednego ze szklaków sygnałowych p38 MAPK, PI3K, JNK, AKT lub czynników transkrypcyjnych AP-1, SP-1 i NF-κB. Ekspresja cDNA, po indukcji doksycykliną, przywróci prawidłowe funkcjonowanie i aktywność wyżej wymienionych szlaków sygnałowych bądź czynników transkrypcyjnych.

	4.20.3
	stabilność genetyczna i fenotypowa
	1) E. coli DH5α może stracić plazmid jeśli nie będzie podlegać presji selekcyjnej, czyli hodowli na podłożu z antybiotykiem.

2) Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika będą poddawane jedynie transfekcji przejściowej, żaden z elementów plazmidu nie będzie podlegał integracji do genomu. Plazmid nie będzie przekazywany komórkom potomnym, będzie obecny tylko w tych komórkach, które podlegały transfekcji.

	4.20.4
	funkcje nowego białka
	 Nie dotyczy

	4.20.5
	przewaga selekcyjna w przypadku niekontrolowanego uwolnienia do środowiska
	1) Szczep E. coli DH5α zdolny jest do przeżycia jedynie w warunkach laboratoryjnych, ma bardzo małe szanse przeżycia po przedostaniu się do środowiska

2) Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika nie są zdolne do samodzielnego przeżycia w środowisku

	4.21
	Typ działania

	4.21.1
	badania naukowe podstawowe i rozwojowe
	Tak

	4.21.2
	produkcja
	Nie

	3.22
	Dane o objętości kultur GMM wykorzystywanych podczas zamkniętego użycia GMM
	1) E. coli- hodowle będą prowadzone na podłożach stałych na szalkach Petriego 100mm lub w podłożach płynnych w objętości do 10ml.

2) Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika- hodowle będą prowadzone w butelkach hodowlanych lub na płytkach wielodołkowych o powierzchni do 25cm2


5.  Informacje o rodzaju i postaci odpadów powstających podczas zamkniętego użycia GMM oraz o sposobie postępowania z tymi odpadami, w tym miejscu ich przeznaczenia

	5.1
	Stosowane procedury i ocena ich skuteczności 
	W ZIG-UCA będzie stosowana instrukcja postępowania z odpadami biologicznymi potencjalnie kontaminowanymi GMM, która stanowi załącznik  Regulamin Zakładu Inżynierii Genetycznej Uczelnianego Centrum Aparaturowego.

	5.2
	Rodzaj odpadów
	Płynne media pohodowlane, stałe i płynne pożywki mikrobiologiczne, zużyte szalki, butelki, płytki dołkowe.  



	5.3
	Sposoby inaktywacji próbek i zużytych materiałów stałych
	1) Próbki zawierające GMM, pożywki płynne, na których prowadzono hodowlę GMM będą inaktywowane w procesie sterylizacji z wykorzystaniem autoklawu parowego. 

2) Szkło oraz narzędzia wielokrotnego użytku (butelki, moździerze, tłuczki, kolby Erlenmyera, pensety) wykorzystywane w czasie prac eksperymentalnych z GMM będą myte za pomocą zmywarki laboratoryjnej z wykorzystaniem programów dedykowanych do mycia narzędzi skażonych mikrobiologicznie. 

3) Szkło  oraz narzędzia wielokrotnego użytku, które wymaga mycia ręcznego będą najpierw autoklawowane w celu inaktywacji GMM po czym myte.

4) Odpady plastikowe, takie jak szalki, naczynia hodowlane, płytki wielodołkowe oraz pipety serologiczne eksponowane na działanie (lub skażone) GMM będą zbierane do worków sterylizacyjnych oraz autoklawowane. Następnie odpady te będą przekazywane do zakładu utylizacji odpadów, z którym Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego posiada podpisaną umowę.   

	5.4
	Dezaktywacja wody odpływowej między innymi w zlewach, spod pryszniców, w szklarniach, zwierzętarniach 
	NIE 

	5.5
	Miejsce przeznaczenia odpadów
	Zakład utylizacji odpadów.


6. Opis pomieszczeń zakładu inżynierii genetycznej, w tym urządzeń, które będą wykorzystywane podczas zamkniętego użycia GMM
6.1 pomieszczenia (wraz z numerami) (lista zawiera wszystkie pomieszczenia wchodzące w skład ZIG-UCA. Badacz przygotowujący zgłoszenie zamkniętego użycia GMM winien ustalić z inspektorem do spraw GMM w UCA (dr Ewa Mały) zakres pomieszczeń, niezbędnych do realizacji wnioskowanych badań,  następnie zapoznać się ze szczegółowymi instrukcjami pracy w tych pomieszczeniach, dostępnymi w UCA)
-  Pracownie hodowli komórkowej, pomieszczenia 1073 i 1074, Uczelniane Centrum Aparaturowe, ul. Rokietnicka 8, 60-806 Poznań

-  Pracownia DNA, pomieszczenie 1076, Uczelniane Centrum Aparaturowe, ul. Rokietnicka 8, 60-806 Poznań

- Pracownia mikrobiologii, pomieszczenie 1082, Uczelniane Centrum Aparaturowe, ul. Rokietnicka 8, 60-806 Poznań  

- Pracownia bioobrazowania, pomieszczenie 1067, Uczelniane Centrum Aparaturowe, ul Rokietnicka 8, 60-806 Poznań

- Zmywalnia, pomieszczenie 0013, Uczelniane Centrum Aparaturowe, ul Rokietnicka 8, 60-806 Poznań

- Sterylizatornia, pomieszczenie 0012, Uczelniane Centrum Aparaturowe, ul Rokietnicka 8, 60-806 Poznań

- Magazyn odpadów, pomieszczenie 0023, Centrum Biologii Medycznej, ul Rokietnicka 8, 60-806 Poznań

6.2 urządzenia (uwaga jak wyżej)
	Pomieszczenie nr
	Piętro
	Wielkość (m2)
	Przeznaczenie 1)
	Opis urządzeń

	0012
	Piwnica
	20 m2
	PS,  
	Autoklaw parowy SANYO, Lampy biobójcze  UV 

	0013
	Piwnica
	14 m2
	PS, In
	Autoklaw parowy SANYO, Lampy biobójcze UV, Zmywarka Laboratoryjna Salvislab SCD 1160

	0023
	Magazyn odpadów w części garażowej Centrum Biologii Medycznej
	14 m2
	In
	Zamrażarki -20, kubły i kontenery plastikowe na odpady

	1067
	Parter
	38 m2
	P
	System obrazowania komórkowego ZEISS AXIO VERT i AXIO LAB, czytnik płytek, system obrazowania żeli i blotów, pipety, chłodziarko-zamrażarka, vortexy, pipety, termobloki, aparaty do elektroforezy, mikrofalówka  

	1073/1074
	Parter
	25 i 29 m2
	I, MG/GMM, PW, P 
	Inkubatory do hodowli komórkowych, komory laminarne wirówki laboratoryjne, łaźnie wodne, dewary do bankowania linii komórkowych, chłodziarki oraz chłodziarko zamrażarka, elektroporator, mikroskopy świetlne, wytrząsarki, pipety

	1076
	Parter
	45 m2
	P, PW, In. 
	Termocykler T100, wirówki laboratoryjne,  wytrząsarki, systemy do analiz elektroforetycznych kwasów nukleinowych, pipety automatyczne,  

lodówka i lodówko-zamrażarka, spektrofotometr 

	1082 
	Parter
	32 m2
	I, MG/GMM,PW. In.
	cieplarka z wytrząsaniem, cieplarka, wytrząsarka typu worteks, palnik gazowy, wirówki laboratoryjne, zamrażarka niskotemperaturowa, pipety


1) Możliwe dane: (P) pracownia, (OP) obręb produkcyjny, (C) cieplarnia,  (Z) zwierzętarnia, (KK) komora klimatyzacyjna, (PI) pracownia izotopowa, (MGO) magazyn ogólny, (MG/GMM) magazyn dla mikroorganizmów genetycznie zmodyfikowanych, (I) inkubatornia, (F) fermentownia, (PW) pomieszczenie z wirówkami /na sprzęt, (SW) sala wykładowa/do ćwiczeń, (PS) pomieszczenie na sterylizatory, (In) inne.
7.     Informacje o wprowadzonych środkach bezpieczeństwa, które będą stosowane podczas zamkniętego użycia GMM






	7.1
	Wyposażenie 
	Pomieszczenia ZIG wyposażone w: 

- stanowiska robocze (stoły laboratoryjne, komory laminarne) o powierzchniach łatwych do czyszczenia i odpornych na działanie wody i odczynników stosowanych w pracach doświadczalnych (np. powierzchnie ze stali odpornej na korozję chemiczna czy też konglomeratu i ceramiki),

- pomieszczenia eksperymentalne wydzielone na potrzeby ZIG wyposażone w sterowniki zapewniające podciśnienia w pracowniach,

- stanowiska dedykowane do pracy z liniami komórkowymi oraz manipulacji genetycznych wyposażone w komorę
bezpiecznej pracy (stanowisko bezpieczeństwa mikrobiologicznego), 

- pomieszczenie zmywalni wyposażone w autoklaw zapewniający dezaktywację termiczną GMM oraz zmywarkę laboratoryjną zapewniającą optymalny program mycia i dezynfekcji narzędzi i szkła wielokrotnego użytku, 

- pomieszczenie sterylizatorni wyposażone w autoklaw, 

- pomieszczenia wyposażone są w lampy bakteriobójcze, 

- ZIG wyposażony jest w mobilny autoklaw umożliwiający dezaktywację termiczną GMM w miejscy wytworzenia.

	7.2
	System pracy
	Zakład Inżynierii Genetycznej jest zlokalizowany na terenie Uczelnianego Centrum Aparaturowego (ZIG-UCA). Dostęp do pomieszczeń laboratoryjnych nadzorowany jest za pomocą elektronicznych kart dostępu, autoryzowanych przez kierownika UCA. Poszczególne pracownie wchodzące w skład jednostki zamykane są na klucz kodowany elektronicznie. Do pobierania klucza uprawnione są osoby wskazane przez kierownika jednostki. Pracownie tworzące ZIG oraz pozostałe pracownie UCA oznakowane są za pomocą tabliczek przy drzwiach (z nazwą pracowni) oraz za pomocą piktogramów umieszczonych na drzwiach wejściowych, pozwalających na identyfikację zagrożeń, w tym biologicznych. Przed przystąpieniem do pracy z GMM eksperymentatorzy zobowiązani sią zapoznać z  Regulamin Zakładu Inżynierii Genetycznej Uczelnianego Centrum Aparaturowego.
Każda z pracowni ZIG oraz UCA wyposażona jest w:

- umywalkę/zlew (pracownie mikrobiologii oraz hodowli komórkowej wyposażone w  wylewką wody uruchamianą bezdotykowo),

 - przy umywalkach zainstalowane są dozowniki środków czystości (mydło, ręczniki papierowe) wraz z instrukcjami mycia rąk,

- przy wyjściu z pracowni zainstalowane są dozowniki z środkiem dezynfekcyjnym, 

- w pracowniach ZIG-UCA zainstalowane są prysznice bezpieczeństwa oraz oczomyjki.

Praca w pomieszczeniach ZIG-UCA dozwolona zgodnie z regulaminem BHP tylko i wyłącznie w odzieży ochronnej. 

Pomieszczenia laboratoryjne ZIG-UCA zostały odizolowane od dostępu wolnożyjących zwierząt za pomocą drzwi wyposażonych w uszczelki uniemożliwiające dostęp owadów oraz gryzoni. Pomieszczenia zlokalizowane na kondygnacji piwnicznej są dodatkowo zabezpieczone za pomocą stacji deratyzacyjnych zlokalizowanych w sąsiadującej hali garażowej.   

	7.3
	Środki bezpieczeństwa wymagane podczas wykonywania czynności w szklarniach i fitotronach
	NIE DOTYCZY

	7.4
	Środki bezpieczeństwa wymagane podczas wykonywania czynności w pomieszczeniach dla zwierząt
	NIE DOTYCZY

	7.5
	Środki bezpieczeństwa wymagane podczas wykonywania czynności innych niż laboratoryjne
	1) Na terenie ZIG mogą przebywać osoby uprawnione, które zapoznały się z Regulaminem Zakładu Inżynierii Genetycznej Uczelnianego Centrum Aparaturowego. 

2) Podczas czynności innych niż laboratoryjne, takich jak transport oraz przechowywanie  GMM, stosuje się szczelnie zamknięte i oznakowane naczynia, które zabezpieczają próbki GMM przed ich niekontrolowanym uwolnieniem.

3) Powierzchnie narażone na kontakt z GMM myje się za pomocą preparatów dezynfekcyjnych, pomieszczenia w których prowadzi się prace z GMM naświetla się za pomocą lamp bakteriobójczych.   

	7.6
	Indywidualne środki ochrony (odzież, indywidualny sprzęt ochronny, szczepienia, inne)


	Podczas pracy laboratoryjnych       wymagane jest: 

- stosowanie odzieży i obuwia ochronnego, 

- stosowanie rękawic ochronnych, 

- stosowanie innych środków ochrony indywidualnej takich jak (maseczki ochronne, okulary ochronne).
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Ocena zagrożenia przygotowana odrębnie dla każdego rodzaju GMM wykorzystywanego w zamkniętym użyciu.
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*)
Właściwe zaznaczyć.
Załącznik nr 1

Ocena zagrożenia dla ludzi i człowieka
1. Opis elementów służących powstaniu organizmów genetycznie zmodyfikowanych:

a. Escherichia coli DH5α to szczep powszechnie stosowany w laboratoriach. Nie jest patogenny dla ludzi i zwierząt. Nie występują naturalnie w środowisku i nie posiadają zdolności adaptacyjnych umożliwiających przeżycie poza środowiskiem laboratoryjnym. Szczep zostanie wykorzystany do klonowania. Należy do kategorii I.
b. Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika nie posiadają zdolności adaptacyjnych do samodzielnego przeżycia poza środowiskiem laboratoryjnym. Zaliczane są do kategorii I.
c. Stosowane inserty będą pochodzenia syntetycznego. Będą zawierały sekwencje shRNA lub cDNA komplementarne do genów zaangażowanych w aktywność szlaków sygnałowych p38 MAPK, PI3K, JNK, AKT oraz w aktywność czynników transkrypcyjnych AP-1, SP-1 i NF-κB.
d. Użyty wektor to komercyjnie dostępny wektor pKAR1 wykorzystywany do ekspresji shRNA i wyciszania ekspresji genów w komórkach ssaczych. 
2. Uzyskane GMM: Escherichia coli DH5α niosący plazmid po klonowaniu (wektor pKAR1 z insertem). Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika transferowane tym plazmidem, w wyniku czego zostanie wyciszona ekspresja geny docelowego.

3. Identyfikacja szkodliwych właściwości:

a.  Mikroorganizmy stosowane w badaniach (szczep bakteryjny oraz linia komórkowa) nie są zdolne do przeżycia poza środowiskiem laboratoryjnym, nie są (Escherichia coli DH5α) lub nie stwierdzono (pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika) patogennej aktywności w stosunku do ludzi bądź zwierząt. Oba zaliczane są do kategorii I.

b. Stosowane inserty jak i wektor nie stanowią zagrożenia dla otoczenia. 

4. Zmiany w organizmie biorcy po wprowadzeniu insertu:

a. Escherichia coli DH5α nabywa oporność na ampicyline, karbenicylinę oraz antybiotyki pochodne. Zmiany nie wpłyną na patogenność mikroorganizmu.

b. W pierwotnych liniach komórkowych nabłonkowego raka jajnika dochodzi do wyciszenia ekspresji genów przez shRNA kodowane w insercie i/lub ekspresja genów kodowanych przez cDNA po indukcji doksycykliną. Zmiany nie wpłyną na patogenność mikroorganizmu.

5. Prawdopodobieństwo wystąpienia potencjalnie szkodliwych skutków, jakie mogą być wywołane przez organizmy GMM.

Nie ma możliwości wywołania jakichkolwiek szkodliwych skutków takich jak:

a. Chorobotwórczy wpływ GMM na ludzi, zwierzęta bądź rośliny

b. Niepożądane efekty wynikające z przedostania się i rozprzestrzenienia się GMM w środowisku

c. Niepożądane efekty wynikająca z niemożności leczenia chorób lub prowadzenia skutecznej profilaktyki

d. Zdolność naturalnego przenoszenia zawartego materiału genetycznego do innych organizmów

6. Charakterystyka prac wykonywanych z GMM podczas planowanego użycia:

a. Escherichia coli DH5α będą hodowane w inkubatorach w warunkach hodowli stacjonarnej i wytrząsanej na pożywkach laboratoryjnych stałych lub płynnych. Szczepienie hodowli odbywać się będzie w komorze laminarnej przeznaczonej do pracy z mikroorganizmami o kategorii I i II.

b. Pierwotne linie komórkowe nabłonkowego raka jajnika będą hodowane w warunkach sterylnych w odpowiednich pożywkach płynnych w przystosowanych do hodowli komórkowej inkubatorach. Praca z hodowlami będzie przebiegać w warunkach sterylnych pod komorą laminarną przeznaczoną do pracy z mikroorganizmami o kategorii I i II. 

7. Określenie rodzaju odpadów powstających podczas użycia zamkniętego użycia GMM

a. Odpady stałe- zużyty sprzęt jednorazowego użytku, stałe podłoża LB do hodowli bakteryjnej

b. Odpady płynne- zużyte ciecze hodowlane, pohodowlane i substancje wykorzystane w preparatyce

8. Postępowanie z odpadami powstającymi podczas zamkniętego użycia GMM:

Zgodnie z normami wyznaczonymi przez Zakład Inżynierii Genetycznej Uczelnianego Centrum Aparaturowego nr 74 w Rejestrze Zakładów Inżynierii Genetycznej 04-17/2018

9. Określenie kategorii zagrożenia dla GMM

Kategoria I
