DEL 1 (ODLOCBA SVETA 2001/813/ES)
PART 1 (COUNCIL DECISION 2002/813/EC)
OBLIKA POVZETKA INFORMACIJ PRIJAVE ZA SPROSCANJE GENSKO

SPREMENJENIH ORGANIZMOV, RAZEN VISJIH RASTLIN, V SKLADU Z 11.
CLENOM DIREKTIVE 2001/18/ES

SUMMARY NOTIFICATION INFORMATION FORMAT FOR THE RELEASE OF GENETICALLY MODIFIED
ORGANISMS OTHER THAN HIGHER PLANTS IN ACCORDANCE WITH ARTICLE 11 OF DIRECTIVE
2001/18/EC

A. Splosne informacije
A. General information

1. Podrobnosti prijave
1. Details of notification

(a) Drzava Clanica prijave Slovenija
Member State of notification

(b) Stevilka prijave B/S1/21/01

Notification number

(c) Datum potrditve prijave
Date of acknowledgement of notification

(d) Naslov projekta
Title of the project

Klini¢na Studija " Spremljanje kliniCnega in imunskega odgovora za izboljSanje zdravljenja spontanih
perifernih tumorjev psov s kombinacijo elektrokemoterapije in genskega elektrotransferja IL-12"

(e) Predvideno obdobje spros¢anja do 30/4/2026

Proposed period of release From ../../....until ../../....

2. Prijavitelj
2. Notifier

Ime ustanove ali podjetja:
Name of institution or company:
Univerza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, Gerbiceva 60, Ljubljana

3. Znacilnosti GSO
3. GMO characterisation

(a) Navedite, ali je GSO:
(a) Indicate whether the GMO is a:

Viroid Q)
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viroid )

RNK virus @)

RNA virus ()

DNK virus ()

DNA virus )

Bakterija ()

bacterium )

Gliva ()

fungus ()

Zival

animal
- sesalec ()
- mammals “)
- zuzelka ()
- insect )
- riba ()
- fish )
- ostale Zivali; ()
- other animal )

drugo, dolocite (kraljestvo, vrsto in razred)

specify (phylum, class)
PORF-calL-12-ORT je umetno ustvarjen plazmid in v okolju ne obstaja naravno. Plazmid je namenjen
uporabi v raziskovalne namene. Sam po sebi nima znacilnosti Zivega organizma, zato oznaka "GSO" zanj
ni primerna.

(b) Identiteta GSO (rod in vrsta)
(b) Identity of the GMO (genus and species)

Plazmida ni mogoce taksonomsko Klasificirati

(c) Genska stabilnost — glede na Prilogo Illa, II, A(10)
(c) Genetic stability — according to Annex Illa, II, A(10)

Plazmid pORF-calL-12-ORT poleg gena za IL12 vsebuje mesto Ori. PomnoZevanje plazmida je zaradi
specificnega mesta zacetka replikacije (Ori) moZna samo v bakterijah E. coli.

Te bakterije niso prisotne v tkivih, ki bodo tranfecirali. V prejSnji Studiji (Krha¢ Levaci¢ 2013,
Sprosc¢anje v okolje §t. 35419-1/2009) je bilo za podoben plazmid dokazano, da se ne prenese v bakterije,
ki so normalno prisotne na koZi psov. Poleg tega je bilo dokazano, da se plazmid ne spros$ca v urinu, blatu
in serumu, na mestu aplikacije pa takoj po aplikaciji ostane minimalna koli¢ina plazmidne DNA, katere 4
tedne po aplikaciji ni ve¢ moc zaznati (Sprosc¢anje v okolje §t. 35419-1/2014).

Plazmid bo apliciran peritumoralno ali intratumoralno, temu pa bo neposredno sledila elektroporacija s
sterilnim aplikatorjem z elektrodami. Mesto vboda, kamor bo aplicirana plazmidna DNA in elektri¢ni
pulzi, bodo pred aplikacijo razkuZeni po standardih za kirurS§ko razkuZevanje. Po aplikaciji bo rana
povita, ¢e bo na koZi, psi pa bodo dobili zas¢itni ovratnik. Rana bo ostala povita najmanj 7-10 dni. Pred
odhodom psa domov, bodo lastniki dobili natan¢na navodila o oskrbi rane in koliko ¢asa morajo psi nositi
ovratnik. Psi morajo nositi ovratnik 3 tedne, ker v tem ¢asu ni bilo v predhodnih §tudijah ve¢ detektirane
plazmidne DNA na mestu aplikacije, ¢e je tumor (in s tem mesto aplikacije) na takem mestu, da si ga pes
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lahko liZe (Spros$canje v okolje §t. 35419-1/2009).

Vstop same plazmidne DNA v celice koZe in s tem tudi vstop v krvni obtok in prenos v druge organe, iz
katerih bi se lahko izlocala v okolico, je prakti¢no nemogoc¢.

V kolikor bi prislo do izlo¢anja plazmida v okolico, bi bila moZnost prenosa plazmida v drug organizem
in udinkovita ekpresija transgena, zlasti v toksi¢nih odmerkih, zanemarljiva, saj je ucinkovitost
transfekcije in transformacije gole plazmidna DNA brez dodatnih fizikalnih ali kemijskih metod zelo
majhna (Cemazar M in sod., 2002).

4. Je enako sproscanje GSO predvideno drugod v Skupnosti (skladno s clenom 6(1)),istega prijavitelja?
4. Is the same GMO release planned elsewhere in the Community (in conformity with Article 6(1)), by the same notifier?

Da (.) Ne (x)

SV(es ) No ()

Ce da, vstavite kodo(e) drzav(e): ...
If yes, insert the country code(s)

5. Je bil enak GSO prijavijen za sproscanje drugod v Skupnosti, istega prijavitelja?

5. Has the same GMO been notified for release elsewhere in the Community by the same notifier?

Da (.) Ne (x)
Yes (.) No ()
Ce da:

If yes:

- Drzava €lanica prijave
- Member State of notification
- Stevilka prijave B/.././...

- Notification number B/./....

6. Je bil enak GSO prijavljen za sproscanje ali dajanje na trg izven Skupnosti, istega ali drugega

6.

prijavitelja?
Has the same GMO been notified for release or placing on the market outside the Community by the same or other notifier?

Da (.) Ne (x)
Yes (.) No ()
Ce da:

If yes:

- Drzava ¢lanica prijave
- Member State of notification
- Stevilka prijave B/.././...

- Notification number B/.././...

. Povzetek moznih vplivov na okolje zaradi sproscanja GSO

Summary of the potential environmental impact of the release of the GMOs.

Plazmid pORF-calL-12-ORT nima znacilnosti Zivega organizma ali virusa in ga zato ne moremo
definirati kot GSO. Ima izvedeno delecijo vseh genov za mobilizacijo plazmida in ni prenosljiv med
transfeciranimi in netransfeciranimi celicami. V organizmu se ne pomnoZuje in se z namnoZevanjem
celic v tkivu red¢i. Plazmid se v genom prejemnika ne vgrajuje.

V kolikor bi prislo do izlo¢anja plazmida v okolico, bi bila moZnost prenosa plazmida v drugo Zival
oziroma c¢loveka in ucinkovita ekspresija transgena, zlasti v vec¢jih koncentracijah, zanemarljiva, saj je
ufinkovitost transfekcije gole plazmidne DNA brez dodatnih fizikalnih ali kemijskih metod zelo majhna.
Plazmid prav tako ni prenosljiv med bakterijami, kar pomeni, da v kolikor bi pri§lo do morebitne
trasfekcije naravno prisotnih bakterij v prebavnem ali urinarnem traktu tretiranih psov in izlo¢anje v
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okolje, prenos na druge bakterije v okolici ni mogo¢. Replikacija plazmida je zaradi specificnega zacetka
replikacije moZna samo v bakterijah E. coli, ki pa ne izrazajo genskega produkta. Verjetnost, da bi
plazmid priSel v stik s kompetentno E. coli, ki bi lahko prevzela plazmid in ga replicirala, je zelo majhna.
Vertikalni prenos plazmida ni mogo¢.

Plazmid pORF-calL-12-ORT ne nosi zapisa za odpornost na antibiotike. Verjetnost, da plazmid pORF-
calL-12-ORT v pogojih nameravanega namernega spros¢anja v okolje postane obstojen in invaziven v
naravnih habitatih, je zanemarljiva, ker plazmid pORF-calL-12-ORT nima zna¢ilnosti Zivega organizma
in nima naravnega habitata, saj je pripravljen sinteticno v umetnih pogojih.

Plazmid pORF-calL-12-ORT nima morebitne selektivne prednosti ali pomanjkljivosti, ki bi se v pogojih
nameravanega namernega spro$¢anja v okolje lahko uresnicila, saj se v okolju sam plazmid razgradi in je
moznost prenosa plazmida v druge organizme manj verjetna.

Ker plazmid pORF-calL-12-ORT nima lastnosti Zivega organizma, ker se v naravi hitro razgradi in ker
je moZnost njegovega prenosa v druge organizme majhna, ocenjujemo, da je verjetnost negativnega
vpliva in raven tveganja za okolje minimalno oz. zanemarljivo.

B. Informacije o prejemnih ali starSevskih organizmih, iz katerih GSO izhajajo

B. Information relating to the recipient or parental organism from which the GMO is derived

1. Znacilnosti prejemnega ali starsevskega organizma:
1. Recipient or parental organism characterisation:

(a) Navedite, ali je prejemni ali starSevski organizem:
(a) Indicate whether the recipient or parental organism is a:

(izberite samo enega)
(select one only)

Viroid ()

viroid ()

RNK virus ()

RNA virus )

DNK virus ()

DNA virus )

Bakterija ()

bacterium )

Gliva ()

fungus )

Zival

animal
- sesalec ()
- mammals ()
- suzelka ()
- insect )
- riba ()
- fish )
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- ostale zivali; ()
(dolocite vrsto, razred)

- other animal )
(specify phylum, class)

drugo, dolocite

other, specify

Umetno ustvarjen plazmid pORF-calL-12-ORT, ki nima taksonomske klasifikacije in v okolju ne
obstaja naravno.

2. Ime

2. Name
(1) red in/ali vi§ja sistematska kategorija (za zivali)
) order and/or higher taxon (for animals)
(i)  rod

(i)  genus
(iii)  vrsta

(ii1) species
(iv)  podvrsta
(iv) subspecies
(V) sev

W) strain

(vi)  patovar (biotip, ekotip, pasma, itd.)

(vi) pathovar (biotype, ecotype, race, etc.)

(vil) domace ime pORF-calL-12-ORT
(vil)  common name

3. Geografska razsirjenost organizma
3. Geographical distribution of the organism

(a) Avtohton ali kako drugace dokazan v drzavi prijave:

(a) Indigenous to, or otherwise established in, the country where the notification is made:
Da () Ne () Ni znano ()
Yes ) No ) Not known )

Pojavlja se samo v raziskovalnih laboratorijih, nima naravnega okolja.

(b) Avtohton ali kako drugace dokazan v drugih drzavah ES:

(b) Indigenous to, or otherwise established in, other EC countries:

(1) Da ()
(i) Yes )

Pojavlja se samo v raziskovalnih laboratoriji, nima naravnega okolja.

Ce da, navedite tip ekosistema, v katerem se nahaja: raziskovalni laboratoriji
If yes, indicate the type of ecosystem in which it is found:

Atlantski
(Atlantic )
Sredozemski
(Mediteranean ..)
Arkti¢en

(Boreal )
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Alpski ..

(Alpine )
Celinski
(Continental ..)
Makaroneski ..

(Macaronesian ..)

(i1) Ne ()
(i) No )
(ii1))  Ni znano ()
(iii) Not known ()

(c) Se pogosto uporablja v drzavi prijave?
(c) Is it frequently used in the country where the notification is made?

Da
Yes

Ne (x)
No )

N/,
-

(d) Se pogosto goji v drzavi prijave?
(d) Is it frequently kept in the country where the notification is made?

Da () Ne (x)
Yes Q) No )

4. Naravni habitat organizma
4. Natural habitat of the organism
Plazmid je umetno ustvarjen in nima naravnega habitata.

(a) Ce je organizem mikroorganizem
(a) If the organism is a microorganism

voda(water) ()
zemlja, prostozivecCi(soil, free-living) ()
zemlja, v povezavi z rastlinskimi koreninskimi sistemi(soil in association with plant-root systems) (.)
v povezavi z rastlinskimi sistemi listov/stebel(in association with plant leaf/stem systems) ()

drugo, dolocite(other, specify)

(b)Ce je organizem Zival: naravni habitat ali obi¢ajen kmetijski ekosistem:
(b) If the organism is an animal: natural habitat or usual agroecosystem:

5.(a) Metode odkrivanja
5.(a) Detection techniques
PCR in qRT-PCR

5.(b) Metode identifikacije
5.(b) Identification techniques

PCR in qRT-PCR

6. Je prejemni organizem uvrscen na osnovi obstojecih pravil Skupnosti glede varovanja zdravja ljudi
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in/ali okolja?
6. Is the recipient organism classified under existing Community rules relating to the protection of human health and/or the
environment?

Da (.) Ne (x)
Yes (.) No ()

Ce da, opredelite:
If yes, specify...

7. Je prejemni organizem znacilno patogen ali Skodljiv na kakrsen koli drug nacin (vkljucno z

zunajcelicnimi produkti), Ziv ali mrtev?
7. Is the recipient organism significantly pathogenic or harmful in any other way (including its extracellular products), either
living or dead?

Da () Ne (x) Ni znano
Yes ) No ) Not known

o/
~ N~

Ce da:
If yes:

(a) katerim izmed naslednjih organizmov:

(a) to which of the following organisms:
ljudje( humans)
zivali(animals)
rastline(plants)
drugo(other)

N N N N’

(.
(.
(.
(.

(b) posredujte ustrezne informacije, navedene v Prilogi III A, tocka II. (A)(1 1)(d) Direktive

2001/18/EC ...
(b) give the relevant information specified under Annex III A, point II. (A)(11)(d) of Directive 2001/18/EC

8. Informacije o razmnoZevanju
8. Information concerning reproduction

(a) Generacijski cas v naravnih ekosistemih:

(a) Generation time in natural ecosystems:
Generacijski ¢as pORF-calL-12-ORT v naravnem habitatu ni znan. pORF-calL-12-ORT se lahko
replicira le v kompetentnih bakterijah E. coli. V laboratorijskih kulutrah ima ¢as podvajanja 24-71
min (Bremer H et al, 1986).

(b) Generacijski ¢as v ekosistemih, kjer se bo izvajalo sproscanje

(b) Generation time in the ecosystem where the release will take place:
Plazmid pORF-calL-12-ORT se lahko zaradi specificnega mesta zacetka replikacije (Ori) pomnoZuje
le v kompetentnih bakterijah E.coli DH1-ORT. Te bakterije niso prisotne v tkivih, ki bodo

transfecirane.
(c) Nacin razmnozevanja: Spolno . Nespolno (x)
(c) Way of reproduction: Sexual . Asexual ..

Nespolno z replikacijo v bakterijah (moZno samo v E. coli)

(d) Dejavniki, ki vplivajo na razmnozevanje
(d) Factors affecting reproduction:

RazmnozZevanje (replikacija) plazmida je moZna samo v bakterijah E. coli (sev DH1-ORT), zaradi
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specificnega zacetka replikacije (Ori). Sev DH1-ORT izvira iz oslabljenega laboratorijskega seva E.
coli, K12, ki ni sposoben kolonizirati in ne producira toksinov, zato ni patogen za ¢loveka ali Zivali. Za
povrnitev patogenosti bi bili potrebne veckratne rekombinacije. Poleg tega imajo oslabljeni sevi K12
kar je mozno le v ustrezno opremljenih laboratorijih. Poleg tega te bakterije niso prisotne v tkivih, ki
bodo transfecirane. Sam plazmid, pa se ne prenese v bakterije, ki so normalno prisotne na koZi psov
(Krhac¢ Levacié¢ 2013).

Injicirani plazmid se hitro razgradi v krvi in ostalih tkivih, kamor bi se lahko eventuelno §iril. Studije
dokazujejo, da se v miSicah vefina plazmida razgradi v 30 min po aplikaciji (Bureau et al, 1995). V
krvi ima razpolovno dobo manj kot 5 min (Lew et al 1995; Parker et al 1995). Studija, v Kkateri so
dolo¢ili kolicino plazmida v spolnih Zlezah so pokazale, da je bila koli¢ina le-tega pod mejo detekcije
dostopnih metod (PCR) (Vilalta et al, 2005). V S$tudiji, v kateri so ugotavljali moZnost integracije
plazmida po elektri¢no-posredovanem vnosu v miSice in druga tkiva, je bilo ugotovljeno, da se v
genomsko DNA integrira priblizno 1 kopija plazmidne DNA na 50 mg plazmida, ki se aplicira v
miSico. Zaradi tehni¢nih omejitev Cistilnih postopkov, ni mozno zagotoviti bolj natan¢nih podatkov
(Wang et al, 2004).

V primeru, da plazmid pride v kontakt z bakterijami E. coli v prebavnem traktu, je vnos v take
bakterije zelo majhen, saj je vnos moZen le v kompetentne bakterije, ki pa se v naravi praviloma ne
pojavljajo. V kolikor bi prislo do morebitne transfekcije naravno prisotnih bakterij v ¢revesju ali
urinarnem traktu, plazmid ni prenosljiv med bakterijami, kar pomeni, da prenos na druge bakterije v
okolici ni mogoc.

Kolicina plazmida, ki se bo aplicirala, bo odvisna od velikosti tumorja in ne bo presegla 2 mg ob
enkratni aplikaciji.

9. Sposobnost prezivetja
9. Survivability

(a) sposobnost tvorbe struktur, ki povecujejo moznosti prezivetja ali mirovanja:
(a) ability to form structures enhancing survival or dormancy:

(1) endospore(endospores)

(11) ciste (cysts)

(ii1) sklerociji (sclerotia)

(iv) nespolne spore (glive) (asexual spores (fungi))

(v) spolne spore (glive) (sexual spores (funghi))

(vi) jajCeca (eggs)

(vii) bube (pupae)

(viii) licinke (larvae)

(ix) drugo, dolocite (other, specify)
Ne tvori nobene od zgoraj navedenih struktur. Plazmid, ki se na mestu vnosa ne bo vkljucil v celice, se
v medceli¢énem prostoru s pomocjo endonukleaz hitro razgradi, zato ni moZen prenos v druge celice, v
krvni obtok, prebavila in ne v spolovila ali katere koli druge organe, ki bi lahko predstavljali izvor
izpusta plazmida v okolje. Ker pes predstavlja uc¢inkovito zaprt sistem za vneSeni plazmid, je tveganje
za izpust plazmida v okolje zanemarljivo.

NN AN AN AN AN AN A~
O e N e

(b) pomembni dejavniki, ki vplivajo na sposobnost prezivetja:

(b) relevant factors affecting survivability:
V primeru, da bi prislo do razlitja plazmida v okolico, pride do hitre degradacije zaradi naravno
prisotnih endonukleaz.

10(a) Nacini razsirjanja
(a) Ways of dissemination
Verjetnost, da bi plazmid priSel v stik s kompetentno E. coli, ki bi lahko prevzela plazmid in ga
replicirala, je zanemarljivo majhna. Vertikalni prenos plazmida ni mogo¢.
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(b) Dejavniki, ki vplivajo na razsirjanje
(b)Factors affecting dissemination

Plazmid pORF-calL-12-ORT ima mesto Ori, ki omogoca zacetek replikacije samo v E. coli. Te
bakterije niso pogosti prebivalci v tkivih ki bodo transfecirana. V organizmu se ne pomnoZuje in se z
namnoZevanjem celic v tkivu red¢i. Plazmid se v genom prejemnika ne vgrajuje.

Vnos pORF-calL-12-ORT v ali v okolico tumorja bo v $tudiji potekal s pomocjo elektroporacije
prejemnega tkiva (koZe ali oralne sluznice), pri ¢emer bo doseZen lokalni vnos DNA le v tkivo, v
katerem je doseZena elektroporacija celic. Stevilne Studije so pokazale, da je aplikacija plazmidne
DNA, brez elektri¢nih pulzov, relativno neucinkovita metoda transfekcije, saj je ekspresija transgena
po takem vnosu zelo slaba (<1% nivo transfekcije), z uporabo elektri¢nih pulzov pa se ucinkovitost
transfekcije signifikantno poveca (Cemazar, 2002). Goli plazmid, ki z elektroporacijo ne vstopi v
celice, se v medceli¢nini oz. plazmi razgradi s pomocjo endonukeaz, zato je vstop v krvni obtok in
prenos v druge organe (prebavila, dihala, urinarni trakt, rodila), iz katerih bi se lahko izlo¢al v

okolico, zanemarljivo majhen.

11. Predhodne genske spremembe prejemnika ali starSevskega organizma, ki so Ze prijavijene za

sproscanje v drzavi prijave (navedite Stevilko prijave) ..., B/../../...

11. Previous genetic modifications of the recipient or parental organism already notified for release in the country where the

notification is made (give notification numbers)..., B/../../...

Jih ni.

C. Informacije o genskem spreminjanju
C. Information relating to the genetic modification

1. Vrsta genske spremembe
1. Type of the genetic modification

(1) vnos genetskega materiala (insertion of genetic material) (x)
(11) odstranitev genetskega materiala (deletion of genetic materia) ()
(ii1) zamenjava baz (base substitution) ()
(iv) fuzija celic (cell fusion) ()

(v) drugo, dolocite (others, specify)

2. Predviden rezultat genske spremembe
2. Intended outcome of the genetic modification

Plazmid pORF-calL-12-ORT, ki sam po sebi ni GSO, je umetno sestavljen plazmid.

3 (a) Je bil v procesu spreminjanja uporabljen vektor?
3.(a) Has a vector been used in the process of modification?

Da(.) Ne (x)

SV(es () No )
Ce ne, pojdite k vpraSanju 5.

If no, go straight to question 5.

3(b) Ce da, je vektor v spremenjenem organizmu prisoten v celoti ali delno?
3 (b) If yes, is the vector wholly or partially present in the modified organism?
Da () Ne
Yes () No

e
~

Ce ne, pojdite k vprasanju 5.
If no, go straight to question 5.

4. Ce je odgovor na vprasanje 3(b) pritrdilen, posredujte naslednje informacije
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4. If the answer to 3(b) is yes, supply the following information

(a) Vrsta vektorja
(a) Type of vect

plazmid (plasmid) ()
bakteriofag (bacteriophage) ()
virus (virus) ()
kozmid (cosmid) ()
transpozicijski element(transposable element) (.)
drugo, opredelite (others, specify)

(b) Identiteta vektorja

(b) Identity of the vector

(¢) Gostiteljsko obmocje za vektor
(c) Host range of the vector

(c) Prisotnost zaporedij v vektorju, ki mu dajejo selekcijski ali identifikacijski fenotip
(d) Presence in the vector of sequences giving a selectable or identifiable phenotype

Da () Ne (.)
Yes ) No ()
odpornost na antibiotike) ()

antibiotic resistance
drugo, dolocite (others, specify)

Navedite kateri gen odpornosti na antibiotike je vnesen
Indication of which antibiotic resistance gene is inserted

(e) Sestavni deli vektorja
(e) Constituent fragments of the vector

(f) Metoda vnosa vektorja v prejemni organizem
(f) Method for introducing the vector into the recipient organism

(1) transformacija (transformation)

(1) elektroporacija (electroporation)
(i11) makroinjiciranje (macroinjection)
(iv) mikroinjiciranje (microinjection)
(v) infekcija (infection)

(vi) drugo, opredelite (others, specify)

. . . . .
N N N N N

5. Ce je odgovor na vprasanji B.3(a) in (b) nikalen, katera metoda je bila uporabljena v procesu

spreminjanja
5. If the answer to question B.3(a) and (b) is no, what was the method used in the process of modification?

(1) transformacija (transformation)

(i1) mikroinjiciranje (microinjection)

(111) mikroinkapsulacija (microencapsulation)
(iv) makroinjiciranje (microinjection)

(v) drugo, opredelite (others, specify)

N’ N’ N N’

(.
(.
(.
(.

pPORF-calL-12-ORT je bil ustvarjen z uporabo standardnih rekombinantnih metod za
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kloniranje DNA

6. Sestava vkljucka
6.Composition of the insert

(a) Sestava vkljucka
(a) Composition of the insert

Genska sprememba bo narejena z vnosom genskega vkljucka, ki kodira pasji IL-12. Gen za pasji IL-12 in je
sestavljen iz dveh podenot IL-12p35 in IL-12p40. Izvorni organizem, iz katerega izhaja vkljucek, je pes.

(b) Izvor vsakega sestavnega dela vkljucka
(b) Source of each constituent part of the insert

Ostali sestavni deli plazmida ( Slika 1) so:

. EF-10/HTLYV promotor: IzraZanje pasjega IL-12 je pod nadzorom konstitutivnega hibridnega
promotorja EF-10/HTLV

. calL12: gen za pasji fuzijski IL-12 od start do stop kodona, velikosti 1594 bp. Ca IL-12 je edini del
plazmida, ki se lahko izraza v sesalskih celicah.

. SV40 polyA: poliadenilacijski signal opi¢jega virusa 40 (Simian virus 40 polyadenylation signal)

. pUC origin: replikacijski za¢etek (origin of replication) za sintezo DNA v E. coli.

. Lac O: Lac operator, del laktoznega operona. Potreben za selekcijo z uporabo ORT tehnologije.

pPORF-calIl-12-ORT
4294 bp

u
o

Y R
e o
G

Slika 1: Plazmid pORF-callL-12-ORT

(c) Nameravana funkcija vsakega sestavnega dela vkljucka v GSO
(c) Intended function of each constituent part of the insert in the GMO

* EF-1o/HTLYV promotor: IzraZzanje pasjega IL-12 je pod kontrolo konstitutivnega hibridnega
promotorja EF-10/HTLV

e calL12: gen za pasji fuzijski IL-12 od start do stop kodona, velikosti 1594 bp. Ca IL-12 je edini del
plazmida, ki se lahko izraza v sesalskih celicah.

*  SV40 polyA: poliadenilacijski signal opicjega virusa 40 (Simian virus 40 polyadenylation signal)

e pUC origin: replikacijski zacetek (origin of replication) za sintezo DNA v E. coli.

* Lac O: Lac operator, del laktoznega operona. Potreben za selekcijo z uporabo ORT tehnologije.

(d) Lokacija vkljucka v gostiteljskem organizmu
(d) Location of the insert in the host organism
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- na prostem plazmidu (x)
- on a free plasmid

- vklju€en v kromosom ()
- integrated in the chromosome

- drugo, dolocite (others, specify)
(e) Ali vkljucek vsebuje dele, katerih produkti ali delovanje so nepoznani?
(e) Does the insert contain parts whose product or function are not known?

Da () Ne (x)
Yes @) No (.)

Ce da, opredelite
If yes, specify

D. Informacije o organizmu(-ih), iz katerega(ih) vkljucek izhaja

D. Information on the organism(s) from which the insert is derived

1. Navedite, ali je:

1. Indicate whether it is a:

Viroid (viroid) ()
RNK virus (RNA virus) ()
DNK virus (DNA virus) ()
Bakterija (bacterium) ()
Gliva (fungus) ()
Zival (animal)

- sesalec (mammals)

- zuzelka (insect)

- riba (fish)

- druga zival (other animal) .

dolocite vrsto, razred (specify phylum, class)

Drugo, dolocite (others, specify) Pes

()
()
()
()

2. Popolno ime
2. Complete name

(1) red in/ali vi§ja sistematska kategorija (za zivali) Mammalia, Carnivora, Canidae

(i1)order and/or higher taxon (for animals)
(i1)druzina (za rastline)

(ii)family name for plants e
(iii)rod Canis
(iii)genus .
(iv)vrsta C. lupus
(iv)species .
(v)podvrsta C. lupus familiaris
(v)subspecies

(vi)sev

(vi)strain

(vii) sorta/linija krizanja
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(vii) cultivar/breeding line cee
(viii)patovar (biotip, ekotip, pasma, itd.)
(viii)pathovar (biotype, ecotype, race, etc.) ...
(ix)domace ime Domaci pes
(ix)common name

3. Je organizem znacilno patogen ali Skodljiv na kakrsen koli drug nacin (vkljucno z zunajcelicnimi

produkti), Ziv ali mrtev?

3. Is the organism significantly pathogenic or harmful in any other way (including its extracellular products), either living or
dead?

Da () Ne (x) Ni znano
Yes @) No ) Not known

o/
~ N~

Ce je, opredelite naslednje
If yes, specify the following:

(a) katerim izmed naslednjih organizmov:
(a) to which of the following organisms:

ljudje( humans) ()
zivali(animals) ()
rastline(plants) @)
drugo(other) ()

(b) so darovana zaporedja kakor koli vkljucena v patogene ali $kodljive lastnosti organizma?
(b) are the donated sequences involved in any way to the pathogenic or harmful properties of the organism

Da (1) Ne (x) Ni znano ()
Yes ) No ) Not known )

Ce da, posredujte ustrezne informacije v skladu s Prilogo III A, tocka IT (A)(11)(d):
If yes, give the relevant information under Annex III A, point II(A)(11)(d):

4. Je donorski organizem razvrscen na osnovi obstojecih pravil Skupnosti glede varovanja zdravja ljudi
in okolja, kot je Direktiva 90/679/EEC o varovanju delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti
bioloskim dejavnikom pri delu?

4. Is the donor organism classified under existing Community rules relating to the protection of human health and the

environment, such as Directive 90/679/EEC on the protection of workers from risks to exposure to biological agents at
work?

Da () Ne (x)
Yes ) No ()

Ce da, opredelite
If yes, specify

5. Si donorski in prejemni organizem izmenjujeta genski material po naravni poti?
5. Do the donor and recipient organism exchange genetic material naturally?

Da () Ne (x) Ni znano
Yes @) No ) Not known

o/
~ N~
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E. Informacije o gensko spremenjenem organizmu
E. Information relating to the genetically modified organism

1. Genske lastnosti in fenotipske znacilnosti prejemnega ali starSevskega organizma, ki so bile

spremenjene kot rezultat genske spremembe

1. Genetic traits and phenotypic characteristics of the recipient or parental organism which have been changed as a result of
the genetic modification

(a) se GSO razlikuje od prejemnika glede sposobnosti prezivetja?
(a) is the GMO different from the recipient as far as survivability is concerned?

Da () Ne (x) Ni znano ()
Yes ) No () Not known ()
Opredelite

Specify

PORF-calL-12-ORT nima naravnega okolja, saj v naravi ne obstaja.

PrezZivetje pORF-calL-12-ORT v naravnem okolju ni raziskano. ZmozZnost preZivetja pORF-calL-
12-ORT v naravnem okolju pod pogoji nameravane uporabe ocenjujemo kot malo verjetno
(nepomembno).

(b) se GSO kakor koli razlikuje od prejemnika, glede nacina in/ali hitrosti razmnoZevanja?
(b) is the GMO in any way different from the recipient as far as mode and/or rate of reproduction is concerned?

Da () Ne (x) Ni znano ()
Yes ) No () Not known ()
Opredelite
Specify

(c) se GSO razlikuje od prejemnika, glede razsirjanja?
(c) is the GMO in any way different from the recipient as far as dissemination is concerned?

Da () Ne (x) Ni znano ()
Yes ) No ) Not known )
Opredelite
Specify

(d) se GSO razlikuje od prejemnika, glede patogenosti?

(d) is the GMO in any way different from the recipient as far as pathogenicity is concerned?

Da () Ne (x) Ni znano ()
Yes ®) No ) Not known )
Opredelite
Specify

Vpliv gensko spremenjenih celic na psa kot celoto, razen Zelenega povecanega celicnega imunskega odziva, je
zanemarljiv in varen, kar je bilo dokazano Ze na podobnih klini¢nih §tudijah na ljudeh in zivalih (Daud AL
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in sod., 2008; Heller LC in Heller R, 2010; Pavlin in sod 2009; Cemajar in sod. 2011; neobjavljeni podatki).
Dodatno je teoreticna moZnost prenosa v celice reproduktivnih organov psa zanemarljiva, saj je dokazano,
da je bila frekvenca integracije plazmidne DNA, po genskem elektroprenosu v miSico, niZja, kot je raven
spontanih mutacij (Kawabata in sod. 1995). Drugih medsebojni vplivov z drugimi organizmi in okoljem se
ne pricakuje, saj se plazmid predvidoma pod vplivom zunanjih deoksiribonukleaz v okolju razgradi.

2. Genska stabilnost gensko spremenjenega organizma
2. Genetic stability of the genetically modified organism
Glej A (3).

3. Je GSO znacilno patogen ali skodljiv na kakrsen koli nacin (vkljucno z zunajcelicnimi produkti), Ziv ali

mrtev?
3. Is the GMO significantly pathogenic or harmful in any way (including its extracellular products), either living or dead?

Da () Ne (x) Ni znano
Yes ) No () Not known

o~
~

(a) katerim izmed naslednjih organizmov:
(a) to which of the following organisms:

ljudje( humans) ()
zivali(animals) ()
rastline(plants) ()
drugo(other) @)

(b) posredujte ustrezne informacije, navedene v Prilogi IIT A, toc¢ka IT (A)(11)(d) in II(C)(2)(i)
(b) give the relevant information specified under Annex III A, point II(A)(11)(d) and II(C)(2)(i)

Genska terapija perifernih tumorjev psov bo omogocila izrazanje kodiranega produkta (call.12), ki bo imel
terapevtski protitumorski ucinek. IL-12 stimulira proliferacijo perifernih mononuklearnih krvnih celic,
aktivira naravne celice ubijalke in stimulira tvorbo interferona gama. Visoki odmerki IL-12 lahko
povzrocajo neZelene ucinke (poviSana telesna temperatura, slabosti) (Leonard et al, 1997), vendar pa z
odmerki, ki bodo uporabljeni v $tudiji, ni moZno dose¢i toksi¢nih koncentracija IL-12 v kateremkoli
¢loveskem ali Zivalskem organizmu (Pavlin et al 2008; Daud et al 2008; Pavlin et al 2011; Cemazar et al
2011; Sproscanje v okolje St. 35419-1/2009).

4. Opis metod identifikacije in odkrivanja
4. Description of identification and detection methods

(a) Uporabljene tehnike za odkrivanje GSO v okolju
(a) Techniques used to detect the GMO in the environment
PCR in qRT-PCR

(b) Uporabljene tehnike za identifikacijo GSO
(b) Techniques used to identify the GMO
PCR in qRT-PCR

F. Informacije o sprosc¢anju
F. Information relating to the release

1. Namen sproscanja (vkljucno s pomembnejsimi moznimi ugodnostmi za okolje, ki se lahko pricakujejo)
1. Purpose of the release (including any significant potential environmental benefits that may be
expected)
Namen spros$canja je klini¢na Studija z naslovom« Spremljanje klinicnega in imunskega odgovora za
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2.

izboljSanje zdravljenja spontanih perifernih tumorjev psov s kombinacijo elektrokemoterapije in
genskega elektrotransferja IL-12«.

Pacienti, vkljuceni v klini¢no $tudijo, bodo po izvedeni terapiji, ki se bo izvajala na Kliniki za kirurgijo in
male Zivali Veterinarske fakultete, odpusSceni v domaco oskrbo k lastniku. Namen raziskave je
primerjanje uspesSnosti zdravljenja z uporabo peri in intra-tumoralne aplikacije plazmida, ki nosi zapis
za IL-12 (GET z IL-12) in ugotavljanje protitumorskega ucinka glede na odmerek citostatika (v primeru
uporabe bleomicina), imunske biomarkerje ter ¢revesno mikrobioto pacienta.

Se mesto sproscanja razlikuje od naravnega habitata ali od ekosistema, v katerem se prejemni ali
starsevski organizem redno uporablja, goji ali nahaja?

2. Is the site of the release different from the natural habitat or from the ecosystem in which the recipient or parental organism

is regularly used, kept or found?

Da () Ne ()
y Yes @) No )
Ce da, opredelite

Specify
Ni relevantno, ker plazmid pORF-calL-12-ORT nima naravnega habitata ali ekosistema.

3. Informacije o sproscanju in bliznji okolici
3. Information concerning the release and the surrounding area

(a) Geografska lokacija (upravna regija in, kjer je to primerno, geografske koordinate):

(a) Geographical location (administrative region and where appropriate grid reference):
Ni relevantno - spros¢anje bo potekalo na razli¢nih delih Slovenije glede na prebivaliS¢e skrbnikov
pacientov. Zato geografskih lokacij vnaprej ni moZno predvideti.

2
2

(b) Velikost mesta ( Size of the site)(m?): ... Mm
(i) Dejansko mesto spro§canja (actual release site) (m?): ...m
(ii) Sir§e obmogje spro§éanja ( wider release site) (m?): m
Ni relevantno oz. se ne da dolo¢iti

(c) Neposredna blizina mednarodno priznanih biotopov ali zavarovanih obmocij (vkljucno z
nahajalis$¢i pitne vode), ki so lahko prizadeti:
(c) Proximity to internationally recognised biotopes or protected areas (including drinking water reservoirs), which could be
affected:

Ni relevantno.

(d) Rastlinstvo in zivalstvo, vklju¢no s poljS€inami, zivino in selivskimi vrstami, ki lahko pridejo v stik
z GSO
(d) Flora and fauna including crops, livestock and migratory species which may potentially interact with the GMO
Ni relevantno

Toc¢ke (b) - (d) niso relevantne, ker bo sproscanje potekalo v zelo omejenem obsegu, z obcasnim
odpusc¢anjem individialnih pacientov. Terapija se bo izvajala na Veterinarski fakulteti, Kliniki za
kirurgijo in male Zivali. Psom, ki bodo odgovarjali vkljucitvenim kriterijem klini¢ne Studije, bo plazmid
apliciran peritumoralno ali intratumoralno v neposkodovano koZo, sluznico ali tumor, temu pa bo
neposredno sledila elektroporacija s sterilnim aplikatorjem z elektrodami. Odmerek plazmida ne bo
presegal 2 mg ob eni aplikaciji.

Ker bodo pacienti ve¢inoma starejSi psi, ki zaradi narave svoje bolezni (napredovale stopnje razli¢nih

rakavih obolenj) ve¢inoma ne zmorejo normalne fizicne aktivnosti, bo to pomenilo, da lastniki dnevne
sprehode vefinoma izvajajo le na krajsih razdaljah v bliZini svojega doma s psi na povodcih.
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4. Nacin in obseg sproscanja
4. Method and amount of release

(a) Koli¢ine GSO, ki se bodo sproscale:
(a) Quantities of GMOs to be released:
do najve¢ 2 mg na tretiranega psa

(b) Trajanje projekta:
(b) Duration of the operation:
maj 2021 — april 2026

(c) Metode in postopki za preprecevanje in/ali zmanjS$anje na najmanjSo mozno mero Sirjenja GSO
izven mesta sproscanja
(c) Methods and procedures to avoid and/or minimise the spread of the GMOs beyond the site of the release

Mesto vboda, kamor bo aplicirana plazmidna DNA in elektri¢ni pulzi, bodo pred aplikacijo razkuZenii po
standardih za kirur$ko razkuZevanje. Po aplikaciji bo rana povita, ¢e bo na kozi, vsi psi pa bodo dobili
zasc€itni ovratnik. Rana bo ostala povita najmanj 7-10 dni. Pred odhodom psa domov, bodo lastniki dobili
natanéna navodila o oskrbi rane in koliko ¢asa morajo psi nositi ovratnik. Psi bodo morali nositi ovratnik 3
tedne, ker v tem ¢asu ni ve¢ mozno dolociti plazmidne DNA na mestu aplikacije, ¢e je mesto aplikacije na
takem mestu, da si ga pes lahko liZe (Spros$c¢anje v okolje st. 35419-1/2009).

5. Kratek opis povprecnih pogojev v okolju (vreme, temperatura, itd.)
5. Short description of average environmental conditions (weather, temperature, etc.)

pORF-calL-12-ORT bo apliciran pacientom na Klinike za male Zivali v zaprtem prostoru na sobni
temperaturi.

6. Pomembni podatki o morebitnih predhodnih sproscanjih enakega GSO,ce so, posebej o moznih vplivih
na okolje in zdravje ljudi zaradi sproscanja.

6. Relevant data regarding previous releases carried out with the same GMO, if any, specially related to the potential
environmental and human health impacts from the release.

Ni podatkov, ker predhodnega sproscanja enakega plazmida Se ni bilo.

G. Medsebojna uc¢inkovanja GSO z okoljem in moZen vpliv na okolje, ¢e se znacilno razlikuje od

prejemnega ali starSevskega organizma
G. Interactions of the GMO with the environment and potential impact on the environment, if significantly different
from the recipient or parent organism

1. Imena ciljnih organizmov (Ce je primerno)
1. Name of target organism (if applicable)

(1) red in/ali visja sistematska kategorija (za zivali) Mammalia, Carnivora, Canidae
(if)order and/or higher taxon (for animals)
(i1)druzina (za rastline)
(i1)family name for plants
(ii1)rod Canis
(iii)genus
(iv)vrsta Canis lupus
(iv)species
(v)podvrsta C. lupus familiaris
(v)subspecies
(vi)sev
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(vi)strain

(vii) sorta/linija krizanja

(vii) cultivar/breeding line

(viii)patovar (biotip, ekotip, pasma, itd.)

(viii)pathovar (biotype, ecotype, race, etc.)

(ix)domace ime domadi pes
(ix)common name

2. Predviden mehanizem in rezultati medsebojnega ucinkovanja med sproscenim GSO in ciljnim
organizmom (Ce je primerno)
2. Anticipated mechanism and result of interaction between the released GMOs and the target organism (if applicable)

Po izvedeni genski terapiji tumorskega ali obtumorskega tkiva psov, se bo v tumorskem/obtumorskem
tkivu zacelo izraZanje transgena (calL-12). Na ta nacin doseZemo terapevtski protitumorski ucinek preko
stimulacije proliferacije mononuklearnih krvnih celic, aktivacije naravnih celic ubijalk in stimulacije
produkcije interferona gama.

3. Kakrsna koli druga morebitna znacilna medsebojna ucinkovanja z drugimi organizmi v okolju
3. Any other potentially significant interactions with other organisms in the environment

Verjetnost morebitnih medsebojnih udinkovanj z drugimi organizmi v okolju je zanemarljivo majhna
zaradi lastnosti plazmida, opisanih v tockah A7 in B 8-10.

4. Se utegne po sproscanju pojaviti selekcija, kot je na primer povecana kompetitivnost ali povecana

invazivhost GSO?
4. Is post-release selection such as increased competitiveness, increased invasiveness for the GMO likely to occur?

Da () Ne (x) Ni znano
Yes ) No () Not known

N/
~ N~

Navedite podrobnosti
Give details

5. Vrste ekosistemov, v katere se lahko GSO razsirijo in naselijo iz mesta sproscanja

5. Types of ecosystems to which the GMO could be disseminated from the site of release and in which it could become
established

Plazmid pORF-calL-12-ORT bi teoreticno lahko priSel v stik z zemljo oz. tlemi (razlitje viale s
plazmidom, luSc¢enje transfeciranih celic iz tretiranega tumorja). Glede na opis znacilnosti plazmida in
prisotnosti naravnih endonukleaz, ki hitro razgradijo DNA, je verjetnost kakSnegakoli §kodljivega vpliva
takega dogodka izredno majhna.

6. Popolno ime neciljnih organizmov, katerim lahko (Ce upostevamo vrsto prejemnega okolja) nenamerno
sproscanje GSO znacilno skoduje

6. Complete name of non-target organisms which (taking into account the nature of the receiving environment) may be
unintentionally significantly harmed by the release of the GMO

(1) red in/ali vi§ja sistematska kategorija (za zivali) Primates, Hominidae
(i) order and/or higher taxon (for animals)

(i1)druzina (za rastline)

(i1) family name for plants

(ii1) rod Homo

(iii) genus

(iv)vrsta H. sapiens
(iv) species

(v) podvrsta
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(v) subspecies

(vi) sev

(vi) strain

(vii) sorta/linija krizanja

(vii) cultivar/breeding line

(viii) patovar (biotip, ekotip, pasma, itd.)

(viii) pathovar (biotype, ecotype, race, etc.)

(ix) domace ime Clovek
(ix) common name

(1) red in/ali visja sistematska kategorija (za zivali) ...
(i1) order and/or higher taxon (for animals)

(i1) druzina (za rastline) Enterobacteriaceae

(i1) family name for plants

(111) rod Escherichia
(iii) genus

(iv) vrsta E. coli
(iv) species

(v) podvrsta

(v) subspecies

(vi) sev

(vi) strain

(vii) sorta/linija krizanja

(vii) cultivar/breeding line

(viii) patovar (biotip, ekotip, pasma, itd.)

(viii) pathovar (biotype, ecotype, race, etc.)

(ix) domace ime E. coli
(ix) common name

7. Verjetnost genske izmenjave in »vivo«
7. Likelihood of genetic exchange in vivo

(a) iz GSO v druge organizme v ekosistemu sprosc¢anja
(a) from the GMO to other organisms in the release ecosystem:

Glede na lastnosti plazmida in nadin sprosc¢anja, opisani predhodno (A7 in B 8-10) je moZnost prenosa

plazmida v katerikoli neciljni organizem, zanemarljivo majhna.

(b) iz drugih organizmov v GSO:
(b) from other organisms to the GMO:

Ni relevantno, ker pORF-calL-12-ORT ni GSO

(c)mozZne posledice prenosa gena:
(d) likely consequences of gene transfer:

Clovek — v primeru, da bi prislo do transfekcije kateregakoli tkiva pri ¢loveku in posledi¢no izraZanja
IL12, bi bil nivo izraZzanja genskega produkta pri uporabljenih koli¢inah plazmida zanemarljivo nizek,

brez kakr$nihkoli mozZnosti doseganja koncentracij IL12, toksi¢nih za ¢loveka ali Zivali.

E. coli - plazmid ni prenosljiv med bakterijami, kar pomeni, da v kolikor bi prislo do malo verjetne
morebitne transfekcije naravno prisotnih bakterij v prebavnem ali urinarnem traktu tretiranih psov
in izlocanje v okolje, prenos na druge bakterije v okolici ni mogo¢. Replikacija plazmida je zaradi
specifi¢nega zac¢etka replikacije moZna samo v bakterijah E. coli, ki pa ne izrazajo genskega produkta.

8. Podajte refernence k ustreznim rezultatom (Ce so na voljo) Studij odzivov in lastnosti GSO in njegovega
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ekoloskega vpliva, ki so bile opravljene v simuliranem naravnem okolju (na primer mikrokozmos, itd.):
8. Give references to relevant results (if available) from studies of the behaviour and characteristics of the GMO and its
ecological impact carried out in stimulated natural environments (e.g. microcosms, etc.):

Take Studije niso bile izvedene.

9. Mozna okoljsko znacilna medsebojna ucinkovanja z biogeokemijskimi procesi (Ce se razlikujejo od

prejemnega ali starsevskega organizma)
9. Possible environmentally significant interactions with biogeochemical processes (if different from the recipient or parental
organism)

Medsebojnih u¢inkovanj ne pri¢akujemo.

H. Informacije o spremljanju(monitoringu)
H. Information relating to monitoring

1. Nacini spremljanja GSO
1. Methods for monitoring the GMOs

2. Nacini spremljanja ucinkov na ekosistem
2. Methods for monitoring ecosystem effects

3. Metode za odkrivanje prenosa donorskega genskega materiala iz GSO v druge organizme
3. Methods for detecting transfer of the donated genetic material from the GMO to other organisms

4. Velikost obmocja spremljanja (m®)
4. Size of the mémitoring area (m’)
.m

5. Trajanje spremljanja
5. Duration of the monitoring

6. Pogostost spremljanja
6. Frequency of the monitoring

Psi, ki bodo podvrZeni genski terapiji tumorjev in ki bodo za¢asni nosilci transfeciranega tumorskega
tkiva, bodo pregledani 1x tedensko na Kliniki za Kirurgijo in male Zivali,

I. Informacije o ravnanju po sproséanju in ravnanju z odpadki
I. Information on post-release and waste treatment

1.Ravnanje z mestom po sproscanju
1.Post-release treatment of the site

Posebno ravnanje ni potrebno

2. Ravnanje z GSO po sproscanju
2. Post-release treatment of the GMOs

Po aplikaciji plazmida ter elektroporaciji bodo pri koznih tumorjih mesto aplikacije povto, pes pa bo
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dobil zascitni ovratnik. Rana bo ostala povita 7-10 dni. Psi bodo ovratnik morali nositi 3 tedne, ker v tem
¢asu nismo ve¢ detektirali plazmidne DNA na mestu aplikacije. Za ta ¢as bo lastnikom tudi svetovano
omejeno gibanje Zivali - sprehodi na povodcih na krajsih razdaljah v okolici doma oziroma zadrZevanje
na domacih dvoriscih ter preprecevanje stika z drugimi Zivalmi.

Neskodljiva odstranitev uporabljenih elektrod, skalpelov, brizg, igel, rokavic in drugih predmetov, ki bi
lahko vsebovali ostanke plazmida, bo izvedena po postopkih v skladu s Pravilnika o kakovosti
Veterinarske fakultete.

3. (a) Vrsta in kolicina nastalih odpadkov
3.(a) Type and amount of waste generated

- Predmeti za enkratno uporabo (elektrode, skalpeli, brizge, Sivalni material, igle, rokavice, itd), ki bi
lahko vsebovali plazmid, v koli¢ini, ki ne bo presegla 2 mg.

3. (b) Ravnanje z odpadki
3. (b) Treatment of waste

Vsi predmeti za enkratno uporabo, ki prihajajo v stik s psmi bodo odloZeni v plasticne posode iz trde
plastike z odprtino, v katero ne moremo ve¢ segati. OdloZeni material bo v skladu z dobro laboratorijsko
prakso na podlagi evropskega standarda 17025 in na podlagi Pravilnika o kakovosti Veterinarske
fakultete odpeljan v seZig (akreditirano podjetje Saubermacher Slovenija d.o.0.).

Kirurski inStrumenti, ki bodo prisli v stik s psmi, se bodo odlagali v plasticno posodo z dezinfekcijsko
raztopino (Sekusept plus, 1% raztopina) in bodo nato avtoklavirani.

Z odpadnim blatom in urinom tretiranih psov se ravna enako kot pri drugih Zivalih, saj tretirani psi ne
izlo¢ajo nikakrSnih posebnih toksinov, alergenov ali drugih $kodljivih snovi.

J. Informacije o nacrtih ukrepov za primer nesrece
J. Information on emergency response plans

1. Metode in postopki za nadziranje Sirjenja GSO v primeru nepricakovanega razsirjanja
1. Methods and procedures for controlling the dissemination of the GMO(s) in case of unexpected spread

Osebje, ki bo sodelovalo v §tudiji, bo obvesfeno o postopku ¢iS¢enja plazmidne raztopine v primeru
morebitnega razlitja viale s plazmidom (mehani¢na odstranitev z mesta razlitja v kontejner za nevarne
odpadke, pri ¢emer mora oseba nositi za$¢itno opremo - rokavice in zas¢itno obleko).

Kljub temu da pacienti sami po sebi niso gensko spremenjeni organizmi, bi teoreti¢no lahko Sirili plazmid
PORF-calL-12-ORT, ¢e bi po izvedeni elektrogenski terapiji usli izpod nadzora skrbnika oziroma
delavcev Klinike za kirurgijo in male Zivali. Verjetnost, da bi se to zgodilo, je zanemarljiva, saj bodo psi
med izvajanjem terapije v splo$ni anesteziji in takoj po anesteziji Se niso zmoZni normalne fizi¢ne
aktivnosti. Takoj po izvedeni terapiji bodo ustrezno zavarovani (privezani s povodcem, zaprti v
ambulanti in pod stalnim nadzorom osebja, dokler se ne vrnejo lastniku Zivali).

V primeru, da bi pacientu vseeno uspelo pobegniti in bi bil izgubljen stik z njim se takoj obvesti
odgovorno osebo in vodjo projekta, pooblas¢enca za bioloSko varnost ali osebo, odgovorno za nadzor in
varnost ter skrbnika, ki aktivirajo nacrt in vodijo ukrepe v primeru nepri¢akovanega Sirjenja. V tem
primeru se aktivira osebje Klinike in skrbnika, da takoj za¢nejo iskati Zival in veterinarsko higiensko
sluzbo NVI. Vodja projekta takoj obvesti ministrstvo za okolje in prostor .

Glede na majhno Stevilo pacientov v klini¢ni $tudiji, varovalne ukrepe in specificne lastnosti Zivali
(domadi ljubljenci, ki se odzivajo na odpoklic) menimo, da ne obstaja kakrSnakoli nevarnost za zdravje
ljudi ali pojav Skodljivih u¢inkov na okolje. Obvescanje je zato zgolj informativnega znacaja.

2. Nacini za odstranjevanje GSO iz potencialno prizadetih obmocij
2. Methods for removal of the GMO(s) of the areas potentially affected

Mehani¢na odstranitev materiala, ki je priSel v stik s plazmidno raztopino in brisanje razlite plazmidne
raztopine v primeru razlitja raztopine.
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3. Nacini odstranjevanja ali sanitacije rastlin, zivali, zemlje, itd., ki bi lahko bili izpostavljeni med ali po
Sirjenju
3. Methods for disposal or sanitation of plants, animals, soils, etc. that could be exposed during or after the spread

Odstranjevanje ali sanitacija rastlin, Zivali, zemlje ni potrebno zaradi majhnega tveganja kakrSnihkoli
Skodljivih posledic izpostavitve.

4. Nacrti za varovanje zdravja ljudi in okolja v primeru nezazelenih ucinkov
4. Plans for protecting human health and the environment in the event of an undesirable effect

Ker je mozZnost pojava kakr$nihkoli neZelenih u¢inkov na zdravje ljudi in okolje zaradi uporabe

plazmida pORF-calL-12-ORT v genski terapiji tumorjev zanemarljivo majhna, ni pripravljen poseben
nacrt za varovanje zzdravja ljudi in okolja.
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