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1. Véc: Zadost zdravotnického zafizeni Fakultni nemocnice Olomouc o udéleni
povoleni k uvadéni GMO do Zivotniho prostiredi v rdmci klinického hodnoceni BNIT-
PRV-301

Nazev: Randomizované dvojité zaslepené Kklinické hodnoceni, faze lll., jehoz cilem je
zhodnotit ucinnost pfipravku pfipravku PROSTVAC-V/IF £+ GM-CSF u muzu s
asymptomatickym nebo miniméalné symptomatickym metastatickym karcinomem prostaty bez
efektu kastrace.

Vazeny pane inZzenyre,

Zasilame Vam ,Zadost zdravotnického zafizeni Fakultni nemocnice Olomouc_o udé&leni
povoleni k uvadéni GMO do Zivotniho prostfedi v ramci klinického hodnoceni BNIT-PRV-
301" vypracované ve smyslu zakona 78/2004 Sh., ve znéni zakona 346/2005 Sb.

Pracovisté jsou pro praci s GMO vybavena zplsobem odpovidajicim poZadavkim vyhlasky
209/2004 Sh. Personal je pro praci s GMO vyskolen.

Vlastni ,Zadost zdravotnického zafizeni Fakultni nemocnice Olomouc_o udéleni povoleni
k uvddéni GMO do Zivotniho prostfedi v ramci klinického hodnoceni BNIT-PRV-301" i
v8echny pfilohy posilame v pisemné — listinné formé a ve formé elektronické.

Prilohy:

Zéadost zdravotnického zafizeni Fakultni nemocnice Olomouc_o udé&leni povoleni
k uvadéni GMO do Zivotniho prostfedi v ramci klinického hodnoceni BNIT-PRV-
301:

- Hodnoceni rizika

- Provozni fad

- Havarijni plan

- Planek pracovist

S pozdravem,

MUDr. Radomir Maracek, reditel

V Olomouci dne:




Cast A
VSEOBECNE NALEZITOSTI ZADOSTI
Datum podani: ..................

1. Néazev projektu

BNIT-PRV-301; Randomizované dvojig€ zaslepené klinické hodnoceni, faze Ill., jehoz
cilem je zhodnotit (ginnost pripravku pripravku PROSTVAC-V/F £ GM-CSF u muzi s
asymptomatickym nebo minimalr® symptomatickym metastatickym karcinomem
prostaty bez efektu kastrace.

2. Zadatel
(+) ovwéiend zakladaci listina: ZtizovatelemFakultni nemocnice Olomouc je Ministerstvo
zdravotnictviCR. Fakultni nemocnice Olomouc je statitispivkovou organizaci v ifmé
fidici pisobnosti Ministerstva zdravotnict¢R. FiloZzen vypis z obchodnicho rejdtu.
2.1.-
2.2.Né&zev organizaceFakultni nemocnice Olomouc

2.3.-

2.4.Sidlo: I. P. Pavlova 6; 775 20 Olomouc

2.5. Identifik&ni ¢islo (ICO): 00098892
2.6.DIC: CZ00098892

2.7.Piredmét ¢innosti (podle zakladatelského dokumentu nebo zapisv obchodnim
rejstiku): zdravotnické zézeni

2.8. Statutarni organ uzivatele:
Jméno, @ijmeni, titul : MUDr. Radomir Maréek

Funkce: feditel

3. Odborny poradce

(+) vypis z rejstriku tresti: prilozen
(+) doklad o dosazeném vz#ani a délce praxepriloZzeno

3.1. Jméno, popipadé jména, péijmeni, titul: Saia Pekova, MUDr., PhD.
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3.2. Povolani, pripadné zameéstnavatel a funkce: vedouci Laborati@ molekularni
diagnostiky, Laborat@ CHAMBON, s.r.0.

3.3. Vzdlani: LF UK v Hradci Kralové, obor vSeobecné |ékiai, ukorteno 1998;
Postgradualni studium, obor Molekularni biologigplgie a genetika, uk@eno 2006;
Atestace v oboru Molekularni genetika a vigeaci metody v genetice, sloZzena 2006

3.4. Odborné kurzy: Mikroinjekce a detekce fluoresaa® znaenych biomolekul
v bunkach tk&ovych kultur, Kurz spravné laboratorni praxe a zaemi s laboratornimi
zviraty, Statni rigordzni zkousSka z oboru Molekularmdldgie, genetika a imunologie,
Atestace v oboru Molekularni genetika a vigeaci metody v molekularni genetice

3.5. Dosavadni praxe

« Ustav Molekularni Genetiky AR 7 let
« Ustav Hematologie a Krevni Transfuze
- ofldni PCR diagnostiky leukémii 3 roky
* Nemocnice Na Homolce
- Laboratdolekularni Diagnostiky 2 roky
z toho pr&ceMO: 7 let

3.6.  Adresa bydlisé: 5. Kwtna 23, Pchery, 27308, okr. Kladno
3.7. Kontaktni adresa: Laboratd@ molekularni diagnostiky,
LaborsgdCHAMBON, s.r.0.
Evropska 116/
160 00 Pr&ha
3.8. Telefon:221 985 475
3.9. Fax:-

3.10. E-mail: pekovas@post.cz

4. Charakteristika nakladani s geneticky modifikovanym organismem

4.1. Ukel uvadkni do zivotniho prostedi

Ucelem uvadni GMO do zivotniho prosdi je klinické hodnoceni vakciny BNIT-PRV-301
u mui s asymptomatickym nebo minimélsymptomatickym metastatickym karcinomem
prostaty.

4.2. Predpokladany vysledek uvadni do Zivotniho prost¥edi

Vysledky studie a klinického hodnoceni v rezimudsra GMO do Zivotniho prostdi budou
pouZzity jako jedny z podkladpro registraci hodnocenéhéipravku PROSTVAC-V/F
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mezinarodnimi tady (FDA/EMA) jako I€ivého gipravku pro muze s asymptomatickym
nebo minimald symptomatickym metastatickym karcinomem prostaty.

5. Doba uvadini do zivotniho pros¥edi

5.1. Celkova doba uvadni geneticky modifikovaného organismu do Zivotniho
prostiedi a datum jeho gredpokladaného zahjeni

Predpokladé se, Ze nabor do klinického hodnoceni BRRV-301 v EU bude zahdjen
v lednu roku 2012; doka@eni se pedpoklada wijnu roku 2013. Vlastni ukaeni klinického
hodnoceni ve smyslu podavani GMO by gknpresahnoupolovinu roku 2014

5.2. Zavazny harmonogram (rozpis jednotlivych dikich etap, datum jejich
piredpokladaného zahajeni a doba jejich trvani)

V Ceské republice se'gdpoklada z@mzeni 60 pacieft- Viz synopse protokolu
6. Planuje Zadatel uvadni stejného geneticky modifikovaného organismu davotniho

prostredi v nekterém élenském sta Evropskych spol€enstvi nebo mimo jeho
Uzemi?

Ano, klinické hodnoceni se planuje v zemich EU

6.1. Stat, v némz Zadatel uva@&ni do Zivotniho prostedi planuje

Rakousko (AT), Belgie (BEX;eska Republika (CZ), Dansko (DK)gMecko (DE),
Spartlsko (ES), Estonsko (EE), Francie (FR), Litva (LW)zozemi (NL), Polsko (PL), Velka
Britanie (GB)

6.2. Piedpokladanou dobu zahajeni a trvani uvaéni do Zivotniho prostedi
Predpoklada se, zahajeni klinického hodnocemiwiim &tvrtleti roku 2012, nabor
vhodnych se planuje do konce roku 2013. Vlastnhténi klinického hodnoceni ve smyslu

podavani GMO by ne#ép piesahnoupolovinu roku 2014

7. Podal Zzadatel zadost pro uvaghi stejného geneticky modifikovaného organismu do
zivotniho prostiedi v nékterém ¢élenském sta¥ Evropskych spol€enstvi?

7.1. Stat, ve kterém byla Zadost podana GB (19.fijen 2011)

7.2. Datum podéani a¢islo nebo jiné oznéeni Zadosti -B/GB/11/R44/01

7.3. Datum a ozna&eni povoleni, bylo-li vydano -povoleni dosud nebylo vydano
7.4. Obdobi, na které se povoleni vztahuje povoleni dosud nebylo vydano

8. Podal zadatel zadost pro uvaéhi stejiného geneticky modifikovaného organismu do
zivotniho prostitedi nebo do oBhu mimo GUzemi Evropskych spolé&enstvi?

Zadatel této zadosti podava zadost pouze na Gzémi C

8.1. Stéat, ve kterém byla Zadost podana
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Vakcina, ktera je podkladem zadosti jiz byla scemalv USA, dne 2. listopadu 2011, pod
jednacim FDA 13946. V dalSich zemich mimo EU gaku podani Zadosti v CZ nasledujici
stav:

Australie — Zadost bylarpdlozenagislo jednaci neni znamo

Canada — Zadost bylaqulloZenagislo jednaci neni znamo

Chile — zadost bylafpdloZzena. Zadost nepodléha schvéaleni, nebtidélgno zadné&islo
jednaci

Island — Zadost bylafpdloZzena 22.11.2011 — Schvéleni Ministerstvemtidio prostedi se
nevyzaduje¢islo jednaci nebylofiéleno

Izrael — Z&dost bylaipdloZena Ministerstvu zdravotnictvi je v procesaymmvani. Schvéleni
Ministerstvem Zivotniho prostdi se nevyzadujéislo jednaci nenifléleno

Mexiko - Zadost je posuzovana - Schvaleni Ministers Zivotniho prosedi se nevyZaduje,
¢islo jednaci neniféleno

Panama - Zadost je posuzovana - Schvaleni Minigéenszivotniho prosedi se nevyzaduije,
¢islo jednaci neniféleno

Rusko — Zadost bylar@dloZzena 18.11.2011. Schvaleni Ministerstvem Zihaotiprostedi se
nevyzaduje¢islo jednaci neniiméleno

Svycarsko — v satasné dobjsou vyhledavana vhodnéa centra pro prevédlinického
hodnoceni. Redpoklada seipdlozeni Zadosti.iBsny termin prozatim neni znam.

8.2. Datum podani a¢islo nebo jiné oznéeni Zadosti -viz vySe
8.3. Datum a ozn&eni povoleni, bylo-li vydano -viz vyse
8.4. Obdobi, na které se povoleni vztahuje wiz vySe

9. Hodnoceni rizika uvadni geneticky modifikovaného organismu do Zivotniho
prostiredi

(+) Hodnoceni rizika dle 8 7 zadkona &etné dokumentace vysledk piredchozich uvadni
do Zivotniho prostredi: viz samostatnaifioha 1

9.1. Shrnuti hodnoceni rizika: Geneticky modifikovany organismus pro uvadni do
Zivotniho prostredi

Predpoklada se, Zeiéhi a dopad PROSTVAC-V/F na ekosystémy jsou omezené
vzhledem k tomu, Ze podéani vakciny probih& v kkém centru, za kontrolovanych
podminek. Podani PROSTVAC-V/F subkutdnmouZiti bandaze, ktera omezi vyskyt
viru na misto podéani vakciny, a komplexni geni zdravotnickych pracovnila
pacienti — to vSe jsou op#ni, ktera slouzi k minimalizaci expozice jinyclzne
cilovych Zivaisnych drult.

Neaiekava se tudiz, Ze uvaimi PROSTVAC-V a PROSTVAC-F tak, jak je v této
Zadosti popsano, bude mit nezadouci dopad nar@addstoto posouzeni Ize podép
mimo jiné nasledujicimi daty:

e Srovnatelnost rodovskych a rekombinantnich wir PROSTVAC-V a
PROSTVAC-F jsou srovnatelné s jejich figfuSnymi, nerekombinantnimi
rodi¢ovskymi viry, pokud jde o charakteristikystu a stability v progedi. Ridané
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lidské transgeny nevedly k zdsadni ¢émh zakladnich vlastnosti wir Proto
PROSTVAC-V a PROSTVAC-F neziskaly Zzadné znameé fgncké vlastnosti,
které by zvySovaly jejich riziko pro prdsti nad ramec rizika, jeZ je spojené
s pouzitim odpovidajicich, nerekombinantnich ¢odskych vig.

e Minimalni riziko genového ifgnosuPROSTVAC-V a PROSTVAC-F nemohou
infikovat mikroby, hmyz, studenokrevné obratlovee @stlinné buiky. S GMO
bude nakladano vytuné v k tomu ugenych nemocwnich prostorech a je zcela
neprava@podobné, Ze se dostane do styku s jinymi&sroymi druhy. Roviaz viry
nestovic nejsou schopné propagace bez permisivrusiitelského organismu. U
permisivniho hostitele jsou infekce virem neStgafiechodné a trvajidkolik
tydna (Fenner, 1988 Cely proces replikace viru nestovic probiha toplazng;
DNA PROSTVAC V/F je tudiz extrachromozomalni a niemégrovangMoss,
1996. To znamen4, ze nepodléha rekombinaci v ciloeyfihych nez cilovych
organismech. Viry nestovic z hostitele vymizhbm rékolika dni v piipact
PROSTVAC-F a #kolika tydni v piipads PROSTVAC-V.

* Minimalni riziko Sieni viru.Klinicka hodnoceni virovéhoi&ni PROSTVAC-V a
souvisejicich vit nestovic, které vznikly s vyuzitim stejného ramiského viru
jako v pipact PROSTVAC-V, ukazuji, Ze k virovémuréni dochazi fechodr
v mist podani vakciny. Virové f&ni viru nestovic z jinych mist nez z mista
podani vakciny je vzacné a nebylo u Zzadného rekwemimiho viru nestovic
prokdzano. Subkutanni vakcinace, ktera je zamysleastou podavani
PROSTVAC-V, snizuje&etnost virového #&ni v porovnani sdinou cestou
skarifikace, ktera se pouZziva ¥ipad pouZiti viru kravskych nestovic pro vakcinu
proti neStovicim. Viroveé $&ni v mis¢ podani vakciny se zadrZzuje pomoci
bandéze, coz jeSvice minimalizuje moZnost uvaini do prostedi @Arlen 2007;
Hepburn 2004

» Minimdlni riziko prenosu kontaktenPrenos vakciny proti neStovicim na bazi viru
kravskych neStovic kontaktem je vzacny. tlovéka nebyl hlaSen zadny
sekundarni fenos rekombinantnich vir neStovic et PROSTVAC-V a
PROSTVAC-F. Riziko penosu je snizeno uptaivanim vSeobecnych opani na
straré zdravotnickych pracovnika podenim pacient o fadné hygie#& a fadné
p&i 0 misto podani vakciny.

e Minimalni riziko perzistence v Zivotnim praéstli. PrestoZe jsou viry neStovic
relativre stabilni, jsou-li uchovavany ve zmrazené neboiligoivané forngé za
peilivé kontrolovanych podminek=énner, 1988 Zivotaschopnost za normalnich
podminek prosedi ztraceni &em rekolika dni nebo tydh (Essbauer, 2007,
Mahnel, 1987; Mahl, 1975; McDevitt, 2007; Newmai®02; Pastoret, 1996;
Sidwell, 1965 Dale, viry neStovic lze snadno deaktivovat poimoelé fady
Cisticich prostedki (Eterpi, 2009; v ptipad nahodilého rozliti Ize tedy latku
acinn¢é eliminovat a neni pravgodobné, Zze by jeho nasledkem doSloi&rsi
PROSTVAC-V nebo PROSTVAC-F do préstli. Neni pravépbodobné, Ze dné
prostedi bude podporovat propagae¢chto virmi, které pro replikaci vyzaduji
specifické eukaryotické lily; tyto viry pri teplotach prosedi hynou.
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» Precedens pro environmentalniispbeni rekombinantnich vir nestovic.
Rekombinantni viry kravskych a @fah neStovic jsou v s@éasné dob komegné
dostupné a v zivotnim prdsti jsou Siroce distribuovany jako veterinarni vakc
(Meeusen 2007 V souvislosti s pouzivanimédhto rekombinantnich vakcin
nebyly hlaSeny Zadné problémy postihujici Zivonoisfiedi.

CASTB
DALSI NALEZITOSTI ZADOSTI PRO GENETICKY MODIFIKOVANE ORGANISMY
JINE NEZ VYSSIi ROSTLINY

1. Charakteristika geneticky modifikovaného organisnu

1.1. Geneticky modifikovany organismus je DNA virus
1.2. Ceské a latinské rodové a druhové jméno geneticky mifikovaného
organismu: Orthopox virus/Virus vakcinie; Avipox virus/Virygatich nestovic

1.3. Geneticka stabilita

1.3.1. Opateni k zajisni genetické stability, faktory, které tuto stafilovlivauji
Vakcina neni integrativni, virus se propaguje paangacytoplasmaticky, neni
tedy riziko rekombinace s genetickym materialenipieatniho organismu.
Geneticka informace viru je stabilni

1.3.2. Metody o¥rovani genetické stability
Nerelevantni, genetickou identitu a stabilitu vakciaji¥’uje akreditovanym
zpasobem vyrobce vakciny

1.3.3. _Popis édi¢nych vlastnosti, které maji vylém nebo omezit rozgni genetického
materialu
Nerelevantni; vakcina je neintegrativni, virus jenwironmentalnich podminkach
silné kompromitovan.

2. Udaje o p¥ijemci a rodi¢ovském organismu a jejich charakteristika

2.1. Rodi¢ovsky organismus je:DNA virus

2.2. Ceské a latinské rodové a druhové jméno organism@rthopox virus/Virus
vakcinie; Avipox virus/Virus pig&ch neStovic

2.3. Piavod: virus Vakcinie a Virus ptach neStovic

2.4. Plasmidy: nerelevantni

2.5. Bakteriofagy: nerelevantni

2.6. Fenotypové a genetické signalni znakgeintegrativni, cytoplasmaticky se
propagujici virus

2.7. Stupedi piibuznosti mezi darcovskym organismem aifjjemcem: nulovy

2.8. Vyskyt a Zivotni podminky

2.8.1. Geografické rozgeni
- pavodni nebo usidleny €eské republice — Vaccinia vaccine; Fowlpox vaccine
- pavodni nebo usidleny v zemich Evropského sgaistvi - Vaccinia vaccine;
Fowlpox vaccine
- ekosystemy ve kterém se nachazi :
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Atlanticky — Ano, Stedozemni - Ano, Borealni — Ano, Alpinsky — Ano, Kioentalni
— Ano

2.8.2. Je organismusdiné pouzivan WCeské republiceANO - Vaccinia vaccine;
Fowlpox vaccine

2.8.3. Je organismudirg kultivovan vCeské republice? ANO - Vaccinia vaccine;
Fowlpox vaccine

2.8.4. Habitat (Firozené vyskyti&t) organismuu zviat

Zastupci Avipoxvirus (APV) se nachéazeji na celérts\Skala hostitél APV je
omezenan vivo na utité ptai druhy. Jeden druh, a sice virusdita nestovic, infikuje
drabez a vyvolava u ni onemasr. RodEovsky virus ptaich nestovic, ktery byl pouzit
k ziskani PROSTVAC-F, je nevirulentni vakainakmen.

Rodi¢ovsky virus kravskych nestovic, ktery byl pouzib mytvoreni PROSTVAC-V,
predstavuje kmen New York City Board of Health (NYCBHE nimz je spojovan
kravskych neStovic vifrod a jako vakciny &stava zahalena tajemstvim. V dob
kampar za eliminaci neStovic se uznavalo dogma, Ze vaknirkmeny nedokazi

Vv prirod prezit, a ze divoky typ viru kravskych nestovic zénikdyz ale virus
kravskych neStovic nema zadné znarviéopni rezervoary u zkat, u viru buvolich
nestovic, ktery byl poprvé izolovan v Indii a dogackladen do souvislosti se
sporadickymi propuknutimi nemoci v Pakistanu, viiliBlangladési, Rusku, Indonézii,
Egypt a Italii, byl pedlozen navrh, ze se jedna o poddruh viru kravskgdtovic. A
dale, po celé Brazilii bylo izolovana&kolik kmeni viru kravskych nestovic.

V nedavnych studiich byla formulovana moznost nestévo givodu severoamerickych
izolati VACV, které jsou odliSné od vakci#rich kmeii, jeZz se na tomto kontinentu
pouzivaly Bhem kampa® za eliminaci nesStovi€Trindade, 200Y.

2.9. Metody identifikace a detekce organismu
2.9.1. Metody detekce &etre Gidaj1 o jejich citlivosti, spolehlivosti a spedifiosti

Detekce a identifikace PROSTVAC-V a PROSTVAC-F sevadi pomocidchto
zkousek:

» Kvantitativni zkouSka FACS pro &teni titra infekéniho viru

» Polymerazovdetzova reakce (PCR) vloZenych gemspojek rekombinace
pro identitu viru

* Transgenni exprese podle Western Blot

Kvantitativni zkouSka FACSZkouska FACS je kvantitativni zkouSkavitro, ktera
potvrzuje expresi virovych produktTRICOM® (B7.1, ICAM-1 a LFA-3) a PSA.
V této zkousSce se provadi inkubace &uim vitro pii postupnéniedni viru,
nasleduje satasné vyhodnoceni exprese virovych praieitransgennich produlkt
Transgenni produkty a virové antigeny se v jedwmath buikach detekuji pomoci
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specifickych protilatek konjugovanych s fluorofokyeré se detekuji pomoci FACS.
Vazba protilatek na jejich specifické cile probfiwafixaci a permeabilizaci
infikovanych burk. Analyza FACS ukazuje procentualni zastoupenékukteré jsou
infikovany virem, zéehoz se péita titr infekénich jednotek (Inf. U.). Ukazuje také
podil burgk, které exprimuji transgeny, z nichz s&ipé titr transdu&nich jednotek
(Txg. U.). Tato zkouSkarpdstavuje plé validovanou zkousku sily, ktera se pouziva
pii uvoliovani klinickych materidl.

Polymerézovdettzova reakce (PCR) vioZenych gesnspojek rekombinacédentita
PROSTVAC-V a PROSTVAC-F se prokazuje pomoci kvalitdho testu PCR.
Postup Ize strin¢ popsat tak, Ze pro kazdy test se provadi extrBkea

z testovaného vzorku, ktera se podrobi amplifiR€R s vyuzitim specifickych
primerd, jez jsou homolognidgi sekvencim obklopujicim vliozené geny PSA-
TRICOM. Vysledné amplikony PCR se vizualizuji pormelektroforézy na
agarézovém gelu a barveni ethidium bromidem a pareaji se s DNA markery
znamych velikosti fragmeint Analyza rekombinantnich virse provadi sowane

s analyzou referénich standartl PROSTVAC-V/F.

PCR zkousky identity PROSTVAC-V a PROSTVAC-F byblidovany vzhledem ke
spodnimu detalimu limitu, speciftnosti, opakovatelnosti (viiti presnost zkousky)
a prechodové fesnosti.

Analyza Western BlofTato analyza, ktera vyuziva protilatek specifidkypro PSA,
B7.7, ICAM-1 a LFA-3, slouZzi ke zkoumani molekuldwéotnosti a identityéthto
polypeptidi, které jsou exprimovany sévburéénou linii po absorpci
rekombinantniho viru. Analyza rekombinantnichivge provadi sowin¢ s analyzou
referegnich standartl PROSTVAC-V a PROSTVAC-F. Tato zkouSk&gdstavuje
piné validovanou zkouSku identity, ktera se pouzikiaugoliovani klinickych
materiat.

2.9.2. Metody identifikace wetns tdaji o jejich citlivosti, spolehlivosti a speaifiosti

Viz piedchozi bod.

2.10. Je organismus klasifikovan podle platnych prénich piredpisi CR nebo ES
tykajicich se ochrany zdravi zamistnanai pii praci? Uved’te klasifikaci a
piislusny pravni predpis

ANO

Virus kravskych neStovigodle klasifikace Evropského hospégl&ho prostoru (EHS)
pro ochranu pracovnikpracujicich s biologickymi latkami {sémice 2000/54/EC}
klasifikovan jako biologicka latka skupiny 2

Z4dost, Fakultni nemocnice Olomouc Strana 8



Virus ptaich nestovicorganismus Urownl biologické bezpmosti (jak definuji Kritéria
arovni laboratorni biologické bezfreosti amerického Centra pro kontrolu a prevenci
nemoci [United States Center for Disease ContrélRnevention, Laboratory Biosafety
Level Criteria])

2.11. Uvel’te, zda je organismus patogenni nebo jinym Zisobem Skodlivy
vzhledem k lidem, zvfatam, rostlinam nebo jinak. Tykaji se patogenni nebo
Skodlivé vlastnosti sekvenci pouzitychip genetické modifikaci?

Virus kravskych nestovic (PROSTVAC-V)

Virus kravskych nestovic se pouziva jiz déle nez Rdet jako vakcina proti
nestovicim a jeho bezp&ostni profil je dobire zndm Podle zkuSenosti ze
Spojenych stét publikovanych v roce 1968, je popisovano osiparhi umrti, k nimz
doSlo v ramci programu vice nez 14 miliénu priménré sekundarnich vakcinaci
proti neStoviciml(ane, 1969 Normalni reakce na vakcinaci proti nestovicim jsou
mirné a vlastni povahou omezené aipatezi r¢ horeka, myalgie, bolest hlavy,
Unava, zimnice, nevolnost, bolestivost a erytémistnpodani vakciny, mistni
lymfadenopatie. Mezi mirné nezadouci reakce, k nimize po vakcinaci dojit, jsou
bakterialni superinfekce v mégbodani vakciny, erythema multiforme a
generalizované kravskeé nestovice. Mezi velmi vzaomgem zavazné a potenci@ln
Zivot ohrozujici nezadouckimody pati progresivni kravské nestovice (PV), eczema
vaccinatum (EV) a postvakcitiai encefalitida (PVE).

Replikace viru kravskych nestovit vivo je omezena na &ité hostitele zad
teplokrevnych obratlovicvéetre ¢loveéka a ziv@iSnych druld, jako je dobytek, kiky,
hlodavci, kralici a prasathlezda se ovSem, Ze se tento virus vyskytujéiqmzené u
¢lovéka, a také nema zadny znamy rezervoar u zkat.

Virus kravskych nestovic vyvolava rechodnou infekci, gri¢emz k eliminaci
virovych komponent dochazi v pfibéhu nékolika tydn d. Hostitelské biiky
infikované virem kravskych nestoviégzivaji kratce (dny) a odumiraji smiSenou
formou apoptdzy / nekrdzy. Virus kravskych neStmeaaeplikuje v cytoplazén
infikovanych bugk a virova DNA se neintegruje do DNA hostitelskéiky Tento
virus neni schopen kolonizovat hostitelské organisyn které infikuje.

Rodicovsky virus kravskych nestovic, ktery byl pouzioprytvoreni PROSTVAC-V,
byl ziskan z plakového izolatu (ozmamého TBC-WYy) z &kovaciho roztoku viru,
ktery pouzila spoknost Wyeth Pharmaceuticals k vyédizencované vakciny
Dryvax® proti neStovicim. Tato vakcindquistavuje kmen New York City Board of
Health (NYCBH), s nimz je spojovan nejnizsi vyskihickych komplikaci po
imunizaci Eenner, 1988 TBC-Wy i PROSTVAC-V jsou znané vice oslabené nez
Dryvax, meteno na zaklatlzkousky neurovirulence u hlodav(viz bod 5); tyto
vysledky ukazuji, ZeloZeni cizich sekvenci do TBC-Wy nezvySuje virulemn
vysledného rekombinantniho viru
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Pokud jde o toxigenicitu a alergenicitu, ve studiilc bezp&nosti na hlodavcich¢i u
non-humannich primata nebyly zaznamenany zadné biologicky vyznamné zmy
ani zndmky negFiznivych toxikologickych inka. A dale, PROSTVAC-V byl

v minulosti podan vice nez 300 subjaktv osmi klinickych hodnocenich faze 1 a 2
(viz bod 32), picemz nebyly hlaSeny zadné toxické ani alergenimikyr. Nejcastjsi
AE v souvislosti s PROSTVAC-V, které byly dosud pamvany, zahrnuji reakce

v mist podani injekce, z nichz vSechny vykazovaly siLg@vaZznosts 2.

PROSTVAC-F

Produktivni infekce virem pitéch nestovic je omezena vivo na utité druhy ptactva,
k nimz sefadi kurata, kity a holubi, a dale vitro na buiky ziskané od ptach

druhi. V infikovanych, jinych nez ptach buikach sice dochazi ke genové expresi
mediované virem ptach nestovic, ovSem infekce séeh druhi onemocni
nevyvolavaVirus ptaéich nestovic neni schopen replikace u sé&¢h druha a tedy
kolonizovat tyto druhy.

Rodi¢ovsky virus ptaich neStovic, ktery byl pouzit pro vytieni PROSTVAC-F,
ozn&eny TBC-FPV, pedstavoval plakovy izolat z vakci&rdho kmene FPV
(POXVAC-TC®) upraveného pomoci tkévé kultury. POXVAC-TC je vakcina
uréena pro dibez na zékladlicence USDA, kterou vyrabi Schering-Plough
Corporation. Na z&kladoouzivani POXVAC-TQiebyly hldSeny Zadné nefiznivé
a¢inky na Zivotni prostiedi, jiné ptati druhy ani osoby zachazejici se zkaty.

V rdmci zkouSky neurovirulence u hlod&jsou TBC-FPV i PROSTVAC-F
vyznam vice oslabené nez vakcina Dryvax proti neStoviéiokud jde o
toxigenicitu a alergenicity, ve studiich bezgaosti na hlodavcichi u non-
humannich primatnebyly zaznamenany Zzadné biologicky vyznamné&gnani
znamky negiznivych toxikologickych dinka. A dale, PROSTVAC-F byl v minulosti
podan vice nez 300 subjékt v osmi klinickych hodnocenich faze 1 a 2 (viz 3@,
piicemz nebyly hlaSeny Zadné toxické ani alergerimiksy.

2.12. Rozmnozovani

2.12.1.Generéni doba v firozeném prosedi

Virus kravskych nestovic nerelevantni, virus bez znamydhrpdnich zvfecich
rezervoai

Virus ptaéich nestovic Virus ptaich nestovic, ktery byl pouzit pro vytieni
PROSTVAC-F je celositové uzivany v prevenci onemogmi dribeZe virem ptéch
nestovic. Neni virulentni a neigobuje onemocimi.

Standardni virus ptéch nestovic zfisobuje pomalé &ni virové infekce kiat a kit.
Onemocsni trva u jednotlivych ptak3-5 tydni. U infikovanych ptak se virus
replikuje v cytoplazr burek, v nichz vyvolava charakteristické 2ny 4-6dni od
pocatku infekce.
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2.12.2.Generéni doba v ekosystému, do kterého méa byt genetiakyifikovany
organismus uvagh

GMO (Prostac- F/V) bude uzito pouze v ramci vysedeného klinickeho hodnoceni do nejz
se [fedpoklada z@zeni piblizné 60 pacieni na Uzem{Ceské republiky.

U clovéka nebyl hldSen zadny sekundarrénmos rekombinantnich vimestovic vetrg
PROSTVAC-V a PROSTVAC-Fipkontaktu. Potencialni cestou uvéiin PROSTVAC do
prostedi je nicméa Sireni viru Ehem klinickych hodnocen§ireni viru kravskych nestovic je
pirechodné a dochazi k &mu primarn é v mist vakcinace; nebylo prokadzano, Ze by kému
doch&zelo na jinych mistech §etné nosu, krku, moti a stolice.Cetnost $feni viru je snizena
po subkutanni vakcinaci rekombinantnim virem kravskych nestovic, coZ je zamysSlené cesta
podavani PROSTVAC-V; déale se virus omezuje na misteakcinace pomoci bandéaze.

Siteni rekombinantniho viru avipox po vakcinaci nebylazjisténo v krvi, ve slinach,

v modi ani v rektalnich vytérech. DNA viru byla zjiS€na v mist podani injekce, oviem
pritomnost Zivého viru nebyla stanovena. Proto se zeldfeni viru avipox wlovéka, pokud
k nému dojde, je omezeno na misto vakcinace.

Na zaklad vylucovacich kritérii klinického hodnoceni, ktera jsastiréna v protokolu, jsou
pacienti vylodeni z &asti tehdy, pokud je u nich potencial, Ze se dastato kontaktu

s jednotlivci, ktéi se z hlediska sekundarnihieposu PROSTVAC-V/F povazuji za rizikové
v piipads, Ze by subjekt vakcirai virus Sfil. Tato vylutovaci kritéria skytaji pravidla pro
rozsah kontaktu, kterému jieba zabranit, aby bylo minimalizovano rizikieposu na tyto
populace. Vyldovaci kritéria, spolu se zaSkolenigkovanych jeding v tom, jak maji o
misto vakcinacéadre petovat, jak majiradre dodrzovat hygienu rukou, a Ze se maji
vyvarovat kontaktu s rizikovymi osobami, nabizgjimgienou a dinnou profylaxi ged
nahodilym kontaktem s virem kravskych nesStovic.

2.12.3.Zpiasob rozmnozovani
viry neStovic nejsou schopné propagace bez pemifgivhostitelského organismu. U
permisivniho hostitele jsou infekce virem neStqafiechodné a trvajigkolik tydna (Fenner,
1989. Cely proces replikace viru nestovic probiha toplazné; DNA PROSTVAC V/F je
extrachromozomalni a neni integrovdhibss, 1995 nepodléha procém jez by mohly veést
ke zmené jejiho uspdadani nebo rekombinaci v cilovyehjinych nez cilovych organismech.

2.12.4.Specifické faktory, které ovliwji rozmnozovani

Virus kravskych i ptéich nestovic je rychle inaktivovarginymi dezinfeknimi prostedky.
Krome¢ chemickych létek jsou viry inaktivovany rasinh UV z&enim a fisobeni ke zvySeni
teploty. Napiklad pri skladovaci tepla@t25 ° C, viry ztraceji Zivotaschopnost vipéhu
tydna, pri skladovani ve vag a po dobu dnifpsuseni.

2.13. Schopnost peziti

2.13.1.Schopnost vyhiget odolné pezivajici formy - nerelevantni
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2.14. Steni v prosiredi

2.14.1.Zptsob a rozsah &ni
Kontaktni grenos rekombinantniho viru vakciniéetne PROSTVAC-V, nebyl &lovéka
hlaSen. Renos rekombinantniho viru vakcinie mezitaty v €sném kontaktu byl prokazan
po oralni vakcinaci, nikoliv po subkutanni vakcinac

Kontaktni grenos rekombinantniho viru avipoxietrt PROSTVAC-F nebyl dlovéka
hlaSen. Renos rekombinantni vakciny zaloZzené na kmenechavipox je vzacny a byl
pozorovan pouze u kat.

2.14.2 Specifické faktory ovliviujici Sieni

Potencial pro unik, Enici zabudovani fipravki PROSTVAC-V nebo PROSTVAC-F v
Zivotnim prostedi je nizky. Poxviry nelze reprodukovat bez vnighhuostitelské hiky.
Replikace viru Vakcinie je omezena na specifickstibelské teplokrevné obratlovce. Virus
vakcinie nema zadné znamiérpzené zvieci rezervoary. Rozsah hostiteiiru Avipox je
omezernin vivo na utité druhy pték.

Viry nestovic nejsou schopny tkéibspory nebo jiné specializované struktury ke 2vys
preziti v Zivotnim prosedi. RovidZ je zcela zanedbatelneé riziko jejich replikacewothim
prostedi, nebd pro replikaci vyZzaduji specifické eukaryotickéiky a @i bézné laboratorni
teplo€ hynou.

Minimalni riziko Steni viruKlinicka hodnoceni virového&ni PROSTVAC-V a
souvisejicich viit nestovic, které vznikly s vyuzitim stejného ramiského viru jako

v piipadt PROSTVAC-V, ukazuji, Ze k virovémuiéhi dochazi fgchodr® v mist podani
vakciny. Virové ieni viru nestovic z jinych mist neZ z mista podeakiciny je vzacné a
nebylo u Zadného rekombinantniho viru neStovicdrnas Subkutanni vakcinace, ktera je
zamyslenou cestou podavani PROSTVAC-V, sniZajaost virového &ni v porovnani s
béZnou cestou skarifikace, ktera se pouzivdipget pouziti viru kravskych nestovic pro
vakcinu proti neStovicim. Virovéigni v mist podani vakciny se zadrZzuje pomoci bandaze,
coz jeSt vice minimalizuje moznost uvaini do prostedi Arlen 2007; Hepburn 2004

Minimalni riziko prenosu kontaktenPfenos vakciny proti neStovicim na bézi viru kravékyc
nestovic kontaktem je vzacny. UWlovéka nebyl hlasen Zzadny sekundarnternmos
rekombinantnich vir neStovic ¢etrg PROSTVAC-V a PROSTVAC-F. Rizikofenosu je
snizeno upld@iovanim vSeobecnych opani na stra#izdravotnickych pracovnika powenim
pacienfi o fadné hygie& aradné pé& o misto podani vakciny.

Minimalni riziko perzistence v Zivotnim présti. PrestoZze jsou viry neStovic relati&n
stabilni, jsou-li uchovavany ve zmrazené nebo ligafvané forng za pelivé kontrolovanych
podminek Fenner, 1988 Zivotaschopnost za normalnich podminek peatztraci Bhem
n¢kolika dni nebo tydl (Essbauer, 2007; Mahnel, 1987; Mahl, 1975; McDevaD07;
Newman, 2003; Pastoret, 1996; Sidwell, 1pd@Bale, viry neStovic Ize snadno deaktivovat
pomoci celéfady ¢isticich prostedki (Eterpi, 2009; v pripac nahodilého rozliti 1ze tedy
latku &inn¢ eliminovat a neni pravépodobné, Ze by jeho nasledkem doSlo i&rsi
PROSTVAC-V nebo PROSTVAC-F do préstli. Neni pravépodobné, Ze ¢Zné prostedi
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bude podporovat propagaéchto vin, jelikoz pro replikaci vyZaduji specifické eukatipié
bunky a pii teplotach prosgedi hynou.

Precedens pro environmentaliispbeni rekombinantnich wimeStovic.Rekombinantni viry
kravskych a pté&Eich neStovic jsou v s@éasné dob komegné dostupné a v Zivotnim praetdi
jsou Siroce distribuovany jako veterinarni vakcirfieeusen 2007 V souvislosti
s pouzivanim &hto rekombinantnich vakcin nebyly hlaSeny Zadnéblpmy postihujici
Zivotni prostedi.

2.15. Rirozeni predatori, symbionti a hostitelé - nerelevantni
2.16. DalSi moznosti interakce s jinymi organismy Rerelevantni

2.16.1.Dalsi specifické faktory umagijici preziti — viz bod 2.14.2
2.16.2.Schopnost f&ziti v jednotlivych rénich obdobich — viz bod 2.14.2

2.17. Mozny mezibukény prenos genetického materidlu mezi darcem
(rodi¢ovskym organismem) a dalSimi organismy

Mezi darcovskym organismerfl¢mo sapiensa organismemifjema (virus kravskych a
ptatich nestovic) k Zadn&ipozené vyniné genetického materialu nedochéazi. Zivotni cyklus
viru nestovic probiha v cytoplaznfMoss, 199§ viry neStovic se neintegruji do genomu
infikované buiky. Vzhledem k fyzikalnimu oddeni lidského genomu a genomu viru je
piirozena vyrndna genetického materiadlu mezi darcentipgmcem neprawipodobna. Pokud
jde o virus ptaich nestovic, je vyskyt genetické vgny rovréz vylouen vzhledem

k chykgjici schopnosti replikace viru gi@h nestovic u sasch druhi.

2.17.1 Zpusob genosu - nerelevantni
2.17.2.0rganismy, se kterymi probihafimzend vyndna denetického materiadlu -
nerelevantni

2.18. Owieni genetické stability organismu a faktory, kterétuto stabilitu
ovliviiuji

Geneticka stabilita PROSTVAC-V a PROSTVAC-F bylangtvena s vyuzitirady tiznych
metodologii. Je sekvenovan cely genom viru Worl8egd Virus (WSV) a cely genom jedné
vyrobni Sarze PROSTVAC-V a PROSTVAC-F. Dale je kaadou vyrobni Sarzi prokdzana
identita na zaklatlPCR, Western blot a analyzy restrikch mist. Uvedenétistupy
determinace genetické stability vakciny jsou akmedire provadny vyrobcem vakciny a
nejsou pedmétem pgredkladané Zzadosti.

2.19. Zapojeni do environmentélnich procas
Prostvac-V/F se do enviromentalnich praceszapojuji.
2.20. Vlastni vektory organismu:nejsou znamy

2.21. Rredchozi genetické modifikace rodovského organismu povolené Ceské
republice (Wetné data acdisla povoleni) -nerelevantni
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3.  Udaje o genetické modifikaci

3.1 Typ genetické modifikace:
PROSTVAC - V: vneseni cizorodého genetického meteri
PROSTVAC - F: vysti ¢asti d¢dicného materialu

PROSTVAC-V. V pripact PROSTVAC-V se geny PSA a TRICOM vkladaji na jedimi&to
v oblasti Hind F Goebel, 199Prodicovského viru TBC-Wy. Tytd@tyii geny se vkladaji do
intergenové oblasti mezi oteanymictecimi rAmci F12L a F13L.

PROSTVAC-E V pripact PROSTVAC-F se geny PSA a TRICOM-vSechvirladaji na
jediné misto v genomu ragtivského viru. VloZzenim lidskych gémlo PROSTVAC-F byl u
TBC-FPV narusSen jeden gen §itzh nesStovic. Nefedpoklada se, Ze deaktivace genu
FPV246, ktery ma homologii s repetitivnim ankyringsfionso, 200)) bude mit na vlastnosti
viru ptatich nestovic prokazatelny negativiginek.

3.2. Zamysleny vysledek genetické modifikace

Zamyslenym vysledkem genetické modifikace bylo aiskkombinantni viry kravskych a
ptatich nestovic, které by byly uziteé @i 1écb¢ rakoviny prostaty. PROSTVAC-V a
PROSTVAC-F jsou terapeutické vakciny, které bylyrdany tak, aby dodavaly antigen PSA
souvisejici s nadorem do htknprezentujicich antigen (APC), kde poté dochgehk
zpracovani a exprimaci na povrchu APC v ramci hilawmistokompatibilniho komplexu
(MHC), coz vede k aktivaci T-bik (Essajee, 2004; Schlom, 2Q00&a (telem posileni
imunogenicity exprimovaného PSA exprimuji PROSTVXG@ PROSTVAC-F také&itlidské
kostimulani molekuly ozn&ované jako TRICOM. Vakcinace pomoci PROSTVAC-V vede
v infikovanych buikach k sotdasné expresi epitddSA v kombinaci s kostimutaimi
molekulami. Pedpoklada se, Ze koexprese PSA v kontextu moleRUCDOM posiluje
imunitni odpo¥d’ T-burgk na PSA. Tyto imunitni odp&di na PSA jsou poté posileny
vicetetnymi imunizacemi pomociislusného rekombinantniho viru pteh nestovic,
PROSTVAC-F.

3.3. Byl p¥i genetické modifikaci pouZzit vektor?— ANO (Plazmid)
3.3.1 Je vektor zcela nebo ¢astané pritomen ve vysledném geneticky
modifikovaném oranismu?—- ANO

3.3.2 Typ vektoru + mapa vektoru

Typ vektoru:
PROSTVAC - V: Plazmid vector pT2240
PROSRVAC - F: Plazmid vector pT2246

Rekombinantni viry nestovic se ziskavaji homolagkbmbinaci v rdmci infikované hky,
mezi DNA viru nestovic a plazmidovym vektorem, jgadositelem heterolognich sekvenci
uréenych k vloZeni. Plazmidovy vektor obsahuje jedelmonvice chimérickych génz nichz
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kazdy zahrnuje promotor viru nesStovic navazanyekaenci kédujici protein; genové
sekvence wené k vlozeni jsou obklopené virovymi sekvencemeesencialni oblasti
genomu viru nestovic. Plazmid s&epasi do primarnich bak fibroblasti kurecich embryi
(CEF), infikovanych rodiovskym virem kravskych nebo giah nestovic; vysledkem
rekombinace mezi sekvencemi viru nestovic na pldanaigislusné DNA ve virovém
genomu je vlozZeni chimérickych gena plazmidu do virového genomu.

PROSTVAC-V. Plazmidovy vektor (pT2240) pouzity k vloZeni §¢nSA a TRICOM do
genomu rodiovského viru kravskych nestovic s vyuzitim rekonaicie je znazogm na
obrazku 2. Tento vektor obsahuje nasledujici prvky:

prokaryoticky pgatek replikace, ktery umagje amplifikaci vektoru
v bakterialnim hostiteli,

rezistence kodovani genudr antibiotiku ampicilinu, jez umatije selekci
prokaryotickych hostitelskych bek, které obsahuji plazmid,

DNA sekvence homolognia¢i oblasti Hind Ill F genomu kravskych nesStovic,
kterétidi vloZeni cizich sekvenci do této oblasti pfedhictvim homologni
rekombinace; tato obklopujici sekvence r&mahrnuje gen F13L kravskych
nestovic, jenz kéduje protein obalu 37K,

chiméricky gen, ktery zahrnuje promotor transkrigo& kravskych nestovic,
navazany na gen PSA,

druhy chimeéricky gen, ktery zahrnuje promotor tkaipce 30K kravskych
nestovic, navazany na gen LFA-3,

tieti chiméricky gen, ktery zahrnuje promotor traiste 13 kravskych nestovic,
navazany na gen ICAM-1,

¢tvrty chimeéricky gen, ktery zahrnuje promotor triamgce sE/L, navazany na gen
B7.1
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40K
PSA(L155)
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9.51 kb
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_BamH | 1.38

Sac | 1.77

~EcoR | 2.59

EcoR | 2.80
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Sac| 5.8

Sacl 4.8

Obrazek 2: Mapa plazmidového vektoru pT2240

PROSTVAC-F. Vektor plazmidu (pT2246) pouZity k vioZzeni geBRSA a TRICOM do
genomu rodiovského viru pt&ich nestovic progednictvim homologni rekombinace je
znazorrn naobrazku 2. Tento vektor obsahuje nasledujici prvky:

3.3.3

prokaryoticky péatek replikace, ktery umaaje amplifikaci vektoru
v bakterialnim hostiteli,

gen pro rezistenciiei antibiotiku ampicilinu, jeZz umatije selekci
prokaryotickych hostitelskych bgk, které obsahuji plazmid,

DNA sekvence homologni s oblasti BamH | J genomakig neStovic, kterédi
vloZeni cizich sekvenci do této oblasti pfedhictvim homologni rekombinace,

genE. coli lacZ, obklopeny repetitivnimi sekvencemi,

chiméricky gen, ktery zahrnuje promotor transkrigo& kravskych nestovic,
navazany na gen PSA (L155),

chiméricky gen, ktery zahrnuje promotor transkriBo& kravskych nestovic,
navazany na gen LFA-3,

chiméricky gen, ktery zahrnuje promotor transkrifg&ravskych nestovic,
navazany na gen ICAM-1,

chiméricky gen, ktery zahrnuje promotor transkripe#L, navazany na gen B7.1.

Identita vektoru
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Plazmidova patai ¢ast, Cetné bakterialniho p&atku replikace a genu rezistence na
ampicilin, byla ziskana z plazmidového vektoru pUEkra, 19832, a sice deleci
fragmentu Hae Il 0 442 parech bazi (bp), jenz olysapolylinkery pUC8 a gelacZ.
Za elem usnadini dalSiho klonovani byl do specifického mista Ndezen linker
obsahuijici unikatni misto Hind IlI.

3.3.4 Spektrum hostitehi vektoru
Propagace plazmidového vektoru pUC8 probilka goli.

3.3.5 P¥itomnost sekvence v do®ném vektoru, ktera predava vylErovy
(selektovany) nebo identifikovatelny fenotyp

Odolnost w¢i antibiotikim: Paténi ¢ast plazmidu sice obsahuje gen rezistence na

ampicilin, jenZ umot#uje selekci v bakterialnich khkach, ovsem ve finalnim GMO

neni gen rezistence na ampiciliéitpmen.

Odolnost w¢i tézkym kovam — nerelevantni
Odolnost w¢i pesticidim — nerelevantni
Odolnost w¢i pesticidim — nerelevantni
Jiné - nerelevantni

3.3.6 Dil¢i fragmenty vektoru a jejich pFitomnost ve vysledném geneticky
modifikovaném oranismu

Ve finalnich geneticky modifikovanych organismesby gitomny pouze geny PSA a

TRICOM, spolu s regutanimi sekvencemi viru nestovic. Nejsotitpmny Zzadné

zbytkové fragmenty vektoru pUCS.

Plazmidové vektory, které jsou pouzity k ziskanfFBR VAC-V a PROSTVAC-F,
obsahuji DNA sekvence kddujici geny PSA a TRICOpbIS s regulénimi
sekvencemi (promotory) viru nestovic, ktérdi jejich expresi u buik infikovanych
virem nesStovic. Tyto genové sekvence jsou obklopdEngstmi genomu, které
umoziuji homologni rekombinaci mezignosovym plazmidem a genomem viru
kravskych, resp. ptéch nesStovic. Patai ¢ast kazdéhoienosového plazmidu
obsahuje bakterialni patek replikace a gen rezistence na ampicilin, coaaiuje
selekci a propagaci plazniidr bakterialnich bikach; ve findlnich rekombinantnich
virech jsou nicméapiitomné pouze geny PSA a TRICOM, spolu s regulujicim
sekvencemi viru nestovic.

3.3.7 Metody vneseni vektoru do organismu pijemce

Medodou vloZeni jéransfekce

Plazmidovy vektor seipnasi transfekci metodou precipitace fosfoamem
vapenatym Graham, 1973do primarnich buk fibroblasti kurecich embryi (CEF),
infikovanych rodtovskym virem kravskych nebo giah nesStovic; vysledkem
rekombinace mezi sekvencemi viru nestovic na pldanaigislusné DNA ve virovém
genomu je vlozeni chimérnich gekddovanych plazmidem do virového genomu.
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3.3.8 Udaje o tom jak dalece je dany vektor omezen na se&nci nukleové
kyseliny, potirebné k zajiséni zamyslené funkce a zda obsahuje sekvence,
jejich produkt nebo funkce nejsou znamy

PROSTVAC-V. V ptipact PROSTVAC-V se geny PSA a TRICOM vSechny vkladaji n
unikatni misto v oblasti Hind F5pebel, 199Prodicovského viru TBC-Wy. Tytdétyti geny
se vkladaji do intergenové oblasti mezi degwmictecimi ramci F12L a F13L.

PROSTVAC-E V piipact PROSTVAC-F se geny PSA a TRICOM vSechny vkladaji n
unikatni misto v genomu ragivskeho viru. Vlozenim lidskych gémlo PROSTVAC-F byl u
TBC-FPV naruSen jeden gen @ieh neStovic. Nefedpoklada se, Ze deaktivace genu
FPV246, ktery ma homologii s repetitivnim ankyringifionso, 200§) bude mit na vlastnosti
viru ptatich neStovic detekovatelny negativitinek.

3.4. Pokud nebyl pfi genetické modifikaci pouZzit vektor, metoda vnesedninsertu do
organismu prijemce— nerelevantni

3.5. Metody a kritéria pouzitd pro selekci— nerelevantni, zafigvano vyrobcem
vakciny

4. Udaje o insertu

4.1.Udaje o kazdéasti insertu, pripadné o kazdé vyiaté ¢asti dédiéného materialu, se
zvlastnim zZretelem k jakymkoli Skodlivym sekvencim

V piipact PROSTVAC-V i PROSTVAC-F obsahuje vlozeny Usek Kaxdisekvencetyt

lidskych transgein (PSA, B7.1, ICAM-1 a LFA-3), spolu s jejiclfigruzenymi oblastmi

fizeni transkripce.

4.1.1 Velikost — celkové velikost transgenu spale¢ s regul@nimi sekvencemi neni
vyrobcem vakciny uvaga, vzhledem k velikosti jednotlivych subgese vSak jedna o tisice
bazi

4.1.2. Sekvence

Promotory transkripce. Prvek promotoru 40K byl izolovan jako fragment X§iDra | —
FnuD Il z viru kravskych nestovic, oblast Hind HI(Rosel, 198p Prvek promotoru 30K
(M2L) byl izolovan jako fragment 415 bp Sal | — Rsagenomu viru kravskych nesStovic,
oblast Hind Ill M Goebel, 1990 Prvek promotoru I3 byl izolovan pomoci polyneraé
rettzové reakce (PCR) 201 bp sekvence,&i kodonu zahajeni translace genu $limitt,
1988.

4.1.3. Rwvod

Promotory transkripce. Prvek promotoru 40K byl izolovan jako fragment X§iDra | —
FnuD Il z viru kravskych nestovic, oblast HindHI(Rosel, 198p Prvek promotoru 30K
(M2L) byl izolovan jako fragment 415 bp Sal | — Rsagenomu viru kravskych nesStovic,
oblast Hind Ill M Goebel, 1990 Prvek promotoru I3 byl izolovan pomoci polynearaé
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fetézové reakce (PCR) 201 bp sekvence,®i kodonu zahajeni translace genu $limitt,
1988.

Gen PSA.Gen kodujici PSA byl izolovan v Narodnim Ustava m@kovinu, USA (National
Cancer Institute) amplifikaci polymerazoviegzovou reakci cDNA ziskané z RNA z lidské
LNCaP bugc¢né linie (CRL 1740, americk& sbirka typovych kulidm CC), Rockville, MD),
pochazejici z metastatické |éze adenokarcinomuaiyogioroszewicz, 1993 Analyza
sekvence nukleotidukazala, Ze sekvence této cDNA je identicka sipobhnou sekvenci
s vyjimkou jediné nukleotidove z&my, kterd ma za nasledek &nu rezidua aminokyseliny
658 z asparaginu na tyrosioufhdwall, 1987. Gen PSA byl poté modifikovan mutagenieei
vitro tak, aby exprimoval protein v piné délce, jenzathge jeden zgmeny epitop, o Bmz
bylo zjiS&€no, ze podporuje imunogenicitigrasawa, 2002 Tato mutace vedla ke zme
kédované aminokyseliny na pozici 155 z izoleuciadeucin. Modifikovany gen PSA byl
omezen na fragment 786 bp, kteryiiveelou kodujici sekvenci PSA§ndwall, 1987.

Gen LFA-3. Gen kodujici LFA-3 byl izolovan v Narodnim astgwo rakovinu, USA, PCR
amplifikaci cDNA ziskane lidské sleziny (Clontech Inc.) s vyuZitim publikmé sekvence
(Wallner, 1987. Tento gen byl omezen na fragment 753 bp, kiei telou kédujici
sekvenci LFA-3.

Gen ICAM-1. Gen kodujici ICAM-1 byl izolovan v Narodnim Ustapro rakovinu, USA,
pomoci PCR amplifikace cDNA reverztranskribované z RNA z B b&éné linie
transformované virem Epsteina a Barrove, odebrdre&vému muzi, s vyuzitim publikované
sekvence$taunton, 1988 Tento gen byl omezen na fragment 1599 bp, ktexiy celou
kédujici sekvenci ICAM-1.

Gen B7.1.Gen kédujici B7.1 byl izolovan v Narodnim Ustava mkovinu, USA, pomoci
PCR amplifikace cDNA ziskané z RNA z lidské bémé linie Raji (ATCC # CCL 86),

s vyuzitim publikované sekvenc€élfen, 1992 Tento gen byl omezen na fragment 867 bp,
ktery tvai celou kodujici sekvenci B7.1.

4.1.4. Funkéni charakteristika
Funkce kazdé &asti vioZzeného Useku ve finalnich geneticky modifé&nych organismech
jsou nasledujici:

(1) Chiméricky gen, ktery obsahuje promotor traipsie 40K viru kravskych
nestovic, navazany na PSA géidi expresi prostatickeého specifického antigenu
souvisejiciho s nadorem v lidskychii@ch. Exprimovany antigen PSA se poté
zpracovava a exprimuje na povrchu &kprezentujicich antigen (APC) v ramci
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC).

(2) Tii hlavni chimérické geny, které t&ioT RICOM (tj. chiméricky gen, ktery
zahrnuje promotor transkripce 30K viru kravskycBtogic, navazany na gen LFA-3;
chiméricky gen, ktery zahrnuje promotor transkrifgeiru kravskych nestovic,
navazany na gen ICAM-1; a dale chiméricky gen,ykeahrnuje promotor transkripce
sE/L, navazany na gen B7.1idi expresi&chto ¥i lidskych kostimul&nich molekul.

Z4dost, Fakultni nemocnice Olomouc Strana 19



Vakcinace pomoci PROSTVAC-V vede v infikovanychikéich k sotiasné expresi epitép
PSA v kombinaci s kostimutaimi molekulami. Fedpoklada se, Ze koexprese PSA

v kontextu molekul TRICOM posiluje imunitni odpall T-burgk na PSA. Tyto imunitni
odpowdi na PSA jsou poté posileny véegnymi imunizacemi pomocitislusného
rekombinantniho viru ptéch nestovic, PROSTVAC-F.

4.2  Umisgni insertu v organismu pfijemce
Insert je v organismu ffjemce pitomen jako extrachromozomalni, cytoplasmaticky,
exprimujici se genovy segment.

4.3 Obsahuje insertéast, jejichz produkty nebo sekvence nejsou znamé?
Produkty a funkce vSech privkloZzeného Useku jsou znamé.

4.4  Udaje o tom jak dalece je insert omezen na sakwe nukleové kyseliny, pdebné
k zajisténi zamyslené funkce.
Insert obsahuje geny vySe popsané biologické fuakegch nezbytné reguiai sekvence.

4.5 Udaje o tom, zda se sekvence obsazené v insgrtulileji jakymkoli zpisobem na

patogennich nebo Skodlivych vlastnostech darcovskétorganismu nebo vektoru.
VloZzené sekvence se zadnymagpbem nepodileji na patogennich nebo Skodlivych
vlastnostech darcovského organismu nebo vektoru.

4.6  Struktura a velikost kazdého uUseku nukleové kydiny piavodem z vektoru anebo
darcovského organismu, kterd #stala v kon&ném geneticky modifikovaném
organismu, Wetné metod a Udaji potiebnych i identifikaci vloZzenych sekvenci.

Potvrzeni identity a genomické struktury PROSTVAGYROSTVAC-F bylo provedeno

digesci restriknim enzymem s vyuzitintitraiznych enzym a Southern blot hybridizaci

s vyuzitim sond specifickych pro virus kravskyatsp. ptaich nestovic, a také sond

specifickych pro PSA, LFA-3, ICAM-1 a B7.1. Bylagwedena analyza kazdého

rekombinantniho viru sowdbr¢ s rodtovskym virem a plazmidem, jenz byl pouzit pro
homologni rekombinaci. VeSkeré kontrolni analyzlyprovedeny vyrobcem vakciny.

K prozkoumani molekularni hmotnosti a k identifikpmoteini, které exprimuji
rekombinantni viry, byla pouZzita analyza Westewt Blvyuzitim protilatek specifickych pro
PSA afi proteiny TRICOM.

4.7 V pripadé vynéti ¢asti dédiéného materialu (delece) velikost a funkce wiatého
useku nukleové kyseliny -nerelevantni

4.8 Pdet kopii vlozeného ddiéného materialu — kazdy virus transgenni vakciny
obsahuje pouze jeden element kazety nesouci tnransge

4.9  Stabilita ddi¢ného materialu a stabilita jeho umiséni -viz body 2.9.1 a 4.6.

5. Informace o darcovském organismu (organismus Agerého je inzerent odvozen)

5.1. Darcovsky organismus
Darcovskym organismem {govek
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5.2.Ceské a latinské rodové a druhové jméno darcovskéhorganismu s pgresnym
uréenim kultivaru (odr ady, rasy, plemene, linie, formy, hybridu, kmene, ptvaru)
Homo sapiens

5.3. Uval’te, zda je darcovsky organismus patogenni nebo jiny zpisobem Skodlivy
(Zivy nebo nezivy, ¥etné mimobunéénych produkti). Pokud ano, uve’te, zda
vzhledem k lidem, zvfatam, rostlindm nebo jinak. Skodlivost vzdy jednozn#éné
identifikujte.

Darcovsky organismus neni Skodlivy

5.4. Je darcovsky organismus klasifikovan podle ptaych pravnich piredpisi nebo ES
tykajich se ochrany zdravi zanéstnanai p¥i praci?
Nerelevantni

5.5.Vymeénuji si prijemce a darcovsky organismus geneticky material fijprozenym
zpiasobem?

Mezi darcovskym organismem a organismeijepce nedochazi kipozené vyrningé

genetického materialu.

6. Udaje o vysledném geneticky modifikovaném orgasimu

6.1 Popis @di¢nych vlastnosti a fenotypovych znak, které byly zménény v dasledku
genoveé modifikace

PROSTVAC-V a PROSTVAC-F jsou viry kravskych, reptatich nestovic, do nichz byly
vloZeny geny kodujici modifikovany lidsky PSAfalidské imunoreguléni molekuly B7.1,
ICAM-1 a LFA-3 (ozn&uji se jako TRIad of COstimulatory Molecules, tjatla
kostimulanich molekul nebolTRICOM ™). PROSTVAC-V i PROSTVAC-F tytotyii
vloZené lidské geny exprimuiji.

Vlozenim lidskych geindo PROSTVAC-V nedochéazi kgruSeni zadnych gérkravskych
nestovic; v pipact PROSTVAC-F dochazi vlioZzenim gek deaktivaci jediného genu, a sice
FPV246. Nepedpoklada se, Ze deaktivace genu FPV246, kteryamilogii vi¢i roding

geni s repetitivnim ankyrinem, bude mit na vlastnosti pt&fich neStovic detekovatelny
negativni dinek.

Jedinymi exogennimi geny, které jsatitpmny v PROSTVAC-V a PROSTVAC-F, jsou
geny kodujici lidsky PSA, B7.1, LFA-3 a ICAM-1, dpa regulujicimi sekvencemi
(promotory) viru nestovic, kterdédi jejich expresi v bitkach infikovanych virem nestovic.

S vyjimkou schopnosti exprimovat lidsky PSA a g@RICOM jsou tudiz genetické znaky a
fenotypické charakteristiky PROSTVAC-V a PROSTVAGrEasad stejné jako rodiovske
vakcinani kmeny viru kravskych nestovic a viru ditsh nestovic.

6.1.1 LiSi se geneticky modifikovany organismus ogfijemce ve schopnosti feziti?
Pokud ano jednozn#&né identifikujte
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PROSTVAC-V ani PROSTVAC-F nevykazuji Zzadné znamnmdfgpické zndny (nag. zmeny
virulence nebotrstové zvyhodéni) v porovnani s nerekombinantnimi rémlrskymi geny
nestovic, které byly ziskany z licencovanych vakcin

PROSTVAC-V

Virus kravskych nestovic je relatigrstabilni, je-li uchovavanipnizkych teplotach. To
prispiva k uspsnosti programu vakcinace proti nestovicim v roatyoh zemich, kde
moZznost jeho zmrazeni byla snadno dostupna. Pdasldai vakciny p teplotach prosedi
ovSem jeji sila rychle klesala, coZlmzatatkem 20. stoleti za nasledek vysoky podil
nedsgsnych vakcinaci v rozvojovych zemich. Bylo nutnoalpZit zn&né asili k tomu, aby
se podslo vyvinout suchou vakcinu, ktera je stabiltii {gplotach prosedi Fenner, 1988
Prosté suSeni vedlo k variabilni stabilibokonce i komplexni podminky susSeasto davaly
neuspokojivé vysledky. Postupre déilo dosahovat zlepSenifipemz vhodné podminky
lyofilizace byly nakonec optimalizovany v 50. lete20. stoleti, coZispelo ke kongnému
uspechu globalniho programu vakcinace proti neStovicim.

Viry neStovic maji schopnosteiti po znan¢ dlouhou dobu v suSeném materialu, ifldpd
v odloupnutych strupech po vakcinaci. Jsou talkagixek stabilni, jsou-li uchovavany ve
zmrazeném nebo lyofilizovaném stavu, za pozoegulovanych podminek. Jejich stabilita
ovSem pi rostouci teplat vyznamet klesa. Za normalnich podminek ptesti se
piedpoklada, Ze PROSTVAC-V i PROSTVAC-F ztraceji #aszhopnostdhem dri nebo
tydna.

Na téma regenerace nerekombinantniho viru kravskgétovic zatrznych laboratornich
podminek nastavenych tak, aby imitovaly expoziprestedi, bylo publikovano ¢kolik
studii. ReZziti viru se hodnotilo nd&fklad na textiliich a potravinactsidwell, 1966; Pastoret,
1996; Essbauer, 200,7v suchém stavu nebo v kapalivcetrg solného roztoku, pitné vody,
sterilrg filtrované vody jezerni nehid¢ni, srdZzkové vody, srdZzkové vody obohacené fetalnim
telecim sérem nebo smiSené se zeminou pro pokmstiény) Mahnel, 1977; Mahnel,
1987; Essbauer, 200,7za fiznych podminek relativni vihkosti, teplatypH (Mahl, 1975;
Newman, 20083 pii expozici vzduchu nebo ve vzduchsych nadobachahnel, 198Y.
Mezi ttmito publikovanymi experimenty j@da rozdii, mezi &2z Izefadit tizné kmeny viru
kravskych neStovicizné techniky fipravy, fizné p@ateni titry viru a metody titrace viru.
VSechny tyto studie nicmérskytaji jednoznéna data jednak o tom, Ze virus kravskych
nestovic je relativé stabilni zaiznych laboratornich podminek, a jednak Ze s rostouc
teplotou jeho stabilita vyznanmklesa.

Nerekombinantnim rodovskym virem kravskych nestovic (TBC-Wy) a rekonditnim
virem kravskych nestovic, ktery je podobny PROSTWXCa ktery se ozriaje jako
PANVAC-V, byly provedeny specifické stabilitni siednepublikovana daja PANVAC-V
je rekombinantni virus kravskych neStovic, kterglplore jako PROSTVAC-V exprimujerit
kostimulani molekuly TRICOM; dale exprimuje dva dalSi antigesouvisejici s nadorem
(Petrulio, 2006; Madan, 2007 Stabilita PANVAC-V v suchém stavu nebo ve ¥yad
raznych teplot se porovnavala se stabilitou nerekaartniho rodiovského viru TBC-Wy.
Na zéklad téchto studii bylo prokdzano, Ze rekombinantni vjeusrovnatelny sislusnym
nerekombinantnim ro&vskym virem. Oba viryifp uchovavani ve vatlo teplot 25 °C
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ztracely zivotaschopnostlhem tydri. Stejné viry ztraci Zzivotaschopnoshiem drii, jsou-li
uchovavany suché&ipeplot 25 °C. Tyto vysledky jsou v souladu s vySe diskatoymi
publikovanymi zpravami, jeZ prokazuji, Ze viry r@st jsou stabilni fi nizkych teplotach,
pii vySSich teplotach ale vykazuji nizsi stabilitejsou-li specialé upraveny, naipklad
lyofilizaci za regulovanych podminek.

PROSTVAC-F

O perzistenci vik ptatich neStovic v progedi je k dispozici malo publikovanych studii.
Nicmére jako vysledek pouzivani licencovanych produk& bazi rekombinantnich wir
ptatich nestovic a vir canarypox, ¥etné veterindrnich vakcin proti viru Newcastleské
nemoci, viru ptai chripky, vzteklirg, viru kadi¢i leukemie, psince a zapadonilskému viru,
nebyla hlaSena perzistence v predf, nezadouci nasledky ani jiné environmentalni
problémy. V ramci postupu ghlbvani licence oznamila USDA Findings of No Sigoéint
Impact (ZjiSeni negitomnosti vyznamného dopadu), které se tykaji pfpedobnosti
nezadoucich environmentalnickilpd @i pouziti €chto vakcin Payne, 1994Payne, 1995
Payne, 1996Federal Register, 1994, 1997a, 1997b, 2003, 2004

Nerekombinantnim rodovskym virem ptaich nestovic (TBC-FPV) a rekombinantnim virem
ptatich nestovic, ktery je podobny PROSTVAC-F, a kiseyoznauje jako PANVAC-F, byly
provedeny specifické stabilitni studieepublikovana daja PANVAC-F je rekombinantni
virus kravskych nestovic, ktery podabjako PROSTVAC-F exprimujgitkostimulani
molekuly TRICOM; déale exprimuje dva dalSi antigesmyvisejici s nadorenétrulio, 2006;
Madan, 200Y. Stabilita PANVAC-F v suchém stavu nebo ve ¥ad iznych teplot se
porovnavala se stabilitou nerekombinantnihodoadského viru TBC-FPV. Na zakladéchto
studii bylo prokdzano, Ze rekombinantni virus fveatelny s fisluSnym nerekombinantnim
rodicovskym virem. Oba viryip uchovavani ve vatdo teplot 25 °C ztracely
Zivotaschopnostdnem tydrii. Stejné viry ztraci Zzivotaschopnoshiem drii, jsou-li
uchovavany suché&ipeplot 25 °C. Tyto vysledky prokazuji, Zze PROSTVAC-F felsini

pii nizkych teplotach, ip vySSich teplotach ale vykazuje nizsi stabilitenili specialg
upraven, nafiklad lyofilizaci za regulovanych podminek.

6.1.2 LiSi se geneticky modifikovany organismus ogifijemce ve zgsobu nebo rychlosti
reporodukce?

PROSTVAC-V ani PROSTVAC-F nevykazuji Zzadné znamérmnschopnosti reprodukce
Vv porovnani s nerekombinantnimi réoWvskymi viry nestovic, které byly ziskany

z licencovanych vakcin. Zejména v primarnickikach fibroblasi kurecich embryi rostou
PROSTVAC-V i PROSTVAC-F fiblizn¢ stejre in vitro jako @islusné nerekombinantni
rodicovskeé viry kravskych a pté&ch nestovic.

6.1.3 LiSi se geneticky modifikovany organismus ogifijemce ve schopnosti geni?

PROSTVAC-V

PROSTVAC-V nevykazuje zadné zname fenotypické mlzsti, které by zvySovaly jeho
riziko pro prostedi v porovnani s jeho nerekombinantnim ¢odskym virem nestovic.
PROSTVAC-V je vskutku vice oslaben nez jeho &odsky nerekombinantni virus
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kravskych neStovic, ktery je zase vyznamite oslaben nez licencovana vakcina Dryvax
proti nestovicim. Pravghodobnost, Ze PROSTVAC-V povede k ustaveitbpinosti a
perzistence viru kravskych nestovic v piest, je tudiz miziva.

Ve prosgch environmentalni bezpeosti PROSTVAC-V déale howozkuSenosti s jinymi
rekombinantnimi viry kravskych nestovic. RaboraR& je vakcina proti vzteklify ktera je
zaloZena na rekombinantnim viru kravskych nestdmio.tuto rekombinantni vakcinu vydala
USDA v roce 1995 podménou licenci, plna licence byla vydana v roce 19aboral V-RG
se umisuje do navnad, které se poté distribuuji vzducheboméné do oblasti, kde Zije
divokéa zwt. Od roku 1995 bylo distribuovano vice neZ 40 milidlavek (168 pfu [jednotek
tvoricich plaky] na davku). Torpdstavuje mimiadrs velkou virovou z&t prostedi (>16°
pfu), mnohem #tSi, nez jaka by vznikla za pouZiti jakéhokoliveatidlniho mnozstvi
PROSTVAC-V za podminek navrhovaného uvoiin

PROSTVAC-F

PROSTVAC-F se ziskava z oslabené veterinarni vghmioti pta&im nestovicim POXVAC-
TC, ktera se pouziva vitieZzdském ptimyslu k ochra# kurat pred infekci patogennim
virem ptaich neStovic. Na zakladouzivani POXVAC-TC nebyly hlaSeny Zadnéifiemvé
Ucinky na zivotni prosedi, jiné ptai druhy ani osoby zachazejici seiaty.

Ve prosgch environmentalni bez{eosti PROSTVAC-F déale hoviozkuSenosti s jinymi
rekombinantnimi viry pt&ch neStovic. V satasné dob je v platnosti licence USDA pro
rekombinantni viry pt&ich nestovic k vakcinaci tbeze proti pt&i chiipce a Newcastleské
nemoci. V Mexiku a ve $dni Americe bylo dosud pouzito vice neZ dwuliardy vakcin
proti chipce na bazi rekombinantniho viru gieh neStovic, aniz by byly hlaSenyjaké
nezadouci reakc@&(blot, 2008.

6.1.4 LiSi se geneticky modifikovany organismus vgtogenicit?

Nejcastjsi vedlejsi dinky (AE), které byly dosud pozorovany v souvisissPROSTVAC-
V, jsou reakce v mi&tpodani injekce, z nichz vSechny vykazovaly zavarastupe 2.
Typické AE, které byly historicky pozorovanyi intradermalnim podavani (skarifikace)
vakcin na bazi viru kravskych nesStovic (puikyy viidky a zjizveni), u PROSTVAC-V
pozorovany nebyly. Imunizace pomoci PROSTVAC-V sdgva subkutari coz znang
sniZzuje reakce v mispodani injekce i vznik povrchovych koznich raiési viru. Mezi
negastjsi systémové AE, které séipisuji podavani PROSTVAC-V, pda Unava,
nevolnost / zvraceni, haflea, zimnice, artralgie a zavéat

Zavazné nezadouci reakce, o nichz je znamo, zgilspaené s tradnimi zpisoby
vakcinace virem kravskych nestovic, nebyly pozorgwa predchozich klinickych
hodnocenich PROSTVAC-V ani jinych vakcin na bamikravskych nestovic.iBdpoklada
se, Ze rizikodchto vzacnych fphod je u PROSTVAC-V je8tnizsi vzhledem k pouziti
oslabeného kmenu viru kravskych nesStovic. Jelikodl¢ PROSTVAC-V replikané
kompetentni virus kravskych nestovic, existuje poi&@ zavaznych nezadoucich reakci po
podani. V tét@asti je popsan profil bez{eosti viru kravskych nestovic a rozsah
nezadoucich reakci, od mirnych po vazne, které gyhprovany Bhem programu na
eliminaci nestovic.
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Virus kravskych nestovic vyvolav&grhodnou infekci, iiemz k eliminaci virovych
komponent dochazi v filoéhu rekolika tydni. Hostitelské biiky infikované virem kravskych
nestovic pezivaji kratce (dny) a odumiraji smiSenou formoopéfizy / nekrdzy. Virus
kravskych nesStovic se replikuje v cytoplazmfikovanych bugk a virova DNA se
neintegruje do DNA hostitelské tky. O viru kravskych neStovic je znamo, Ze u vacm
na bazi tradini dermalni skarifikace dochazi k jeheegii z mista rany.

Pouziti viru kravskych nestovic z&alem eliminace nestovic v celagovém nefitku skyta
bezpeénostni databazi, kde pet jednotlivych pozorovani dosahdgow miliona. Ficinou
nekterych rozpai, pokud jde o incidenci hlaSenych nezadoucichaal, jsou geografické
rozdily, co se e pouzitych kmein viru kravskych nestovic i pouzivanych postygi
hlaSeni, diagnostice a kritériich sledovéani, ovéetkovy obrazek bezprosti viru kravskych
nestovic je velmi dale znam. DalSi soubor dat skyta nedavna kampazkovani ve
prosgch vakcinace fislusniki armady a civilnich ofani v USA.

Rada fihod po vakcinaci serpdpoklada a povazuje za normalni: skee myalgie, bolest
hlavy, Unava, zimnice, nevolnost, bolestivost daé&ryv mist vakcinace, mistni
lymfadenopatie. Byly hlaSeny satelitni Iéze koleiistanvakcinace i mistni edém. Tyto
vyrazrgjSich obav Erey, 2002; Fulginiti, 2008 Mezi mirné nezadouci reakce, které se
mohou po vakcinaci objevit, gabakterialni superinfekce v méstakcinace, erythema
multiforme a generalizované kravskeé nestovice. @ddinych zprav fedstavuje
superinfekce vzacnouipodu s incidenci od 0,14 do S5Egadi na 1 milién Yellozzi, 2004

Erythema multiforme (EM) se nigjstji prezentuje jako zarudla vyrazka, plaky nebo
koprivka, jez mohou byt symetrické a mohou postihovatka chodidla. EM se upravi
spontang a nevyzaduje Zzadnou specialnéip&imoradre vzacny je rozvoj Stevens-
Johnsonova syndromu s postizenim sliznigmz v rAmci kamparza @kovani v letech
2003 — 2004 v USA byl zji8h pouze jedenifpad (<1 na 1 000 000k ¢lginiti, 2003; Neff,
2008.

Generalizované kravské nesStovice jsou nasledkeemiikeého §eni viru kravskych nestovic
z mista vakcinace. Projevuji se jako generalizowgn@Zzka, ktera se chova podaéhako |éze
v misg€ vakcinace a progredujégs papularni, vezikularni, pustularni a strugiticstadia.
Posouzeni incidence je obtiZzné, jelikoz z hist@fakhlediska neexistovala Zadna striktni
definice k odliSeni generalizovanych kravskych o@gtod jinych postizeni, kdy
pievazujicim piznakem byla vyraZka (zdvazné plané neStovicepwiest eczema
vaccinatum, EM). Na zaklgdetrospektivni analyzy vakcinaci z let 2002 — 2(&usuzovat
na incidenci ~50 fipadi na 1 000 000Rryant-Genevier, 2006Vyrazka se objevuje do
tydne po vakcinaci a upravuje se do dalSiho tydlieextsSiné pripadi neni nutna specificka
lé¢ba Fulginiti, 2003.

Nekteré z nezadoucichipod po vakcinaci, i kdyZ jsou velmi vzacné, js@ine a
potencial@ Zivot ohrozujici. Pat mezi ré progresivni kravské nestovice (PV), eczema
vaccinatum (EV) a postvakcitai encefalitida (PVE).
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NejvazrejSi znamou komplikaci je PV i€&d gredstavenim imunoglobulinu kravskych
nestovic (VIG) bylo toto onemoéni ténet vzdy fatalni. PV nastupujergdevsim u osob

s nedostatkem T-bgk nebo u osob, které majilgu vedouci k nedostatku T-btka Primarni
misto vakcinace se nehoji, viremick#egi kravskych nestovic vede ke generalizovanému
vzniku novych lézi bez reaktivni imunozélivé odpowdi (Bray, 2003; Fulginiti, 2008
Onemocgni PV je mimdadre vzacné; minula incidence dosahigelow 1 pripad na

1 000 000. V ramci kampani za vakcinaci v letec®220 2004 u fislusniki arméady a

civilniho obyvatelstva nebylo onemagn PV hlaSenoNeff, 2003.

EV se projevuje jako vyraZzka (papularni, vezikulidpustularni, erozivni), kteratrbe byt
lokalizovana nebo generalizovand, a ktera se puggw¥evazri v oblastech, jez byly
postiZzeny lézemi atopické dermatitidy nebo jinykaematoznimi koZnimi problémy.

V minulosti dosahoval vyskyt EV ~ZXipad na 25 000 vakcinaci. EV sé&Ze projevit u
piijemce vakciny i u nachylnych osob, které jsouns nilzkém kontaktu. V nedavné dob
byly hlaseny dvaifpady EV nasledkemipnosu, oba udti prislusniki armady USA, ktd
nedavno absolvovali vakcinadigderman, 2009; Vora, 20R8v rdmci programu vakcinace
v armaa USA nebyl hlaSen zadny vyskyt EV u 450 239 vakpraydpodobr diky
peilivému screeningu na kontraindikadgrébenstein, 2003 Fi zpétném posouzeni
vakcinaci u civilniho obyvatelstva nebyly z§8y zadné fipady EV {elozzi, 200pb EV Ize
zamezit dkladnym screeningem rizikovych osob a penim o tom, Ze jeidezité vyvarovat
se kontaktu s takovymi osobami, a o0 spravné hygien

Mira fatality v gripadech PVE v minulosti je 25 %. Historicky (1963968) hlaSené&etnost
PVE ve Spojenych statech se uvadi ve vySi B@apli na 1 000 000 vakcinaci. PVE
vykazuje vySSi prevalenci a miru mortality &ids porovnani s dosfymi. VysSi historicky
vyskyt byl hlaSen v Evrapnez v USA. Variabilita je fi¢itdna rozdiim v tom, jak byly
piipady definovany, v klinickém vyhodnocovani a v pibgch vakcingnich kmenech

v riznych statechSejvar, 200k Patogeneze se dosud zkouma, i kd$kohk preswdcivych
teorii se zaréruje na autoimunitni mechanismus. Krbkravskych nestovic je znamo, ze
s PVE souviseji vakciny proti spatkém a vzteklig, a také dalSim virovym a bakterialnim
infekcim Bennetto, 2004Vienge, 200). Na zaklad posouzeni vakcinaci v USA v letech
2002 — 2004 byly zjigny ftii ptipady PVE pi vyskytu 5 gipadi na 1 000 000.

V ramci nedavnych kampani za vakcinaci v USA byiténa vySSi nez historicky
pozorovand incidence myoperikarditidy tij@mal vakcin. Revazujicimi piznaky byla

bolest na hrudi, dechova nedostatest a inava, typicky mirného gephodného razu. Pokud
jde o zastupce z armadnikdd, 88 % fipadi s incidenci 16,11 na 100 000 se objevilo u
muZzi po primarni vakci®ia 2,07 na 100 000 po opakované vakcinaoégss, 2004 Pokud
jde o civilni populaci, 67 %ifpadi se projevilo u Zzen atSina fihod (86 %) byla hlaSena po
opakované vakcinacC@asey, 20055niadack, 2008 Variabilitu mezi ¢mito dwma sadami
dat mohou vysitlovat demografické rozdily meztigmci vakcin, rozdily v detekcifpad,

v postupech jejich zjiovani a hlaSeniMorgan, 2008. Myoperikarditida je jiz dlouho
spojovana $adou virovych infekci, nicméreprav o potvrzené viremii je velmi mélo. Po
vakcinacich proti DTP a ¢ipce bylo hlaSenodkolik ptipadi myoperikarditidy e Meester,
200Q Boccara, 200} V sowasné dob se redpoklada, ze poSkozeni srdce po virové infekci
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ma charakter spiSe imunitni 2flivé reakce nez charaktetipy (Cassimatis, 2004
Feldman, 200D

Na zaklad posouzeni dat z vakcinaci v letech 2002 — 20064 Uyl hlaSen ~1ifpad
autoinokulace na 6 500 vakcinaci, z toho v 17i9%6ath se jednalo o oblast oka, z toho zadny
nevykazoval postiZeni rohovkiXéff, 2008. NejzavazgjSim nasledkem autoinokulace je
keratitida i kravskych neStovicich, jelikoz Iéze na rohovceodinji zrak. Riziko této
komplikace niize zvySovat nemocna nebo posSkozena spojivka a kah#eratitida pi
kravskych nesStovicich bude reagovat rblétopickymi antivirotiky a interferonem a je
mozné ji zabranit pouzitim okluzivnich bandazi ga&jicich misto skarifikace a p&enim
pacienta fculginiti, 2003.

DalSi znamou komplikaci jef@nos viru kravskych nestovic na osoby v blizkémtéktu.
Virus kravskych nestovic sefBk Iéze pijemai vakciny, kterd po vakcinaciigtava; penos
viru je vzacny, nicméhk nému dochazi. Kravské nestovice ziskané kontaktemadeu
projevit jako PV, EV nebo nahodila infekce oka, msbo v oblasti genitalii. Z posouzeni
n¢kolika narodnich a statnichighledovych praci z let 1962 az 1968 vyplyeénost EV ve
vySi 8 — 27 na 1 000 000catnost nahodilych infekci ve vySi 3 — 44 na 1 000 (Neff,
2002. Vyskyt kravskych nestovic na zaktakiontaktu v letech 2002 — 2004 byl <lfigad
na 100 000. Jakarnéerena a Ginna profylaxe proti nahodilému kontaktu s viremavgkych
nestovic se jevi paeni Fijemai vakcin oradné péi o misto po vakcinaci, thdné hygie#é
rukou a o tom, Ze se maji vyvarovat kontaktu kozymi osobami.

Rekombinantni vakciny zaloZzené na stejnémémdikém viru, jaky byl pouzit i pro
PROSTVAC-V, jsou zkousSeny v klinickych hodnocenjighdéle nez deset let. Vakcinaci
podstoupily stovky dobrovolnik piicemz byly uplatéiny rizné cesty vakcinace&etn
skarifikace, intradermalniho, subkutanniho a intrakularniho podani. Davky dosahovaly az
2 x 10 pfu. V z4dném klinickém hodnoceni nebyl dosud 2mimtikaz grenosu &chto

vakcin na bazi viru kravskych nestovic kontaktem.

Bezpe&nost viru kravskych nestovic (PROSTVAC-V) u jinyeivociSnych druli

Virus kravskych nestovic tize infikovat teplokrevné obratlovce, jako jsou sakitodavci a
ptaci. O tomto viru neni znamo, Ze by infikovaldgnokrevné obratlovce, jako jsou ryby,
obojzivelnici a plazifEssbauer, 20011 kdyZ bylo prokazano, ze virus kravskych neg&tov
infikuje urcité buiky v tkaiové kultue, Wetrg ledvinnych buik Zelvy Testudo graeca
jaternich buwk jeStrky Lacerta viridis(Shindarov, 1966 U nékolika studenokrevnych
druhi byly pozorovany jiné viry nestovic, které s virdmavskych neStovic nejsodipuzné.
Pritomnostéastic podobnych viru nestovic byl hlaSen u malébgiptechto drul, nagiklad
u ZabyRana temporariachameleon&hamaeleo dilepsia u rEkolika druhi krokodyki. Dva
druhy vini nestovic, z nichz Zadny nebyl virus kravskych ot byly identifikovany jako
viry infikujici plazy Essbauer, 2001 Proto potencialni uvoémi vira kravskych nestovic,
jako je PROSTVAC-V, do prostdi mize znamenat mensSi riziko pro vodné organismy.
PROSTVAC-C dale neinfikuje mikroby ani rostliny.

Virus kravskych nestovic nema zadriéqeené stanovista pivod tohoto viru v pirock a
jako vakciny je neznamyi€stoze ale virus kravskych nestovic nema zadné e péinodni
Zivocisné rezervoary,dkteré jeho kmeny byly izolovany z domacichiavj a to ¢etrg

Z4dost, Fakultni nemocnice Olomouc Strana 27



n¢kolika kmeri izolovanych z dojnic po celé Brazilir(indade 200Y, a takévirus buvolich
nestovic, ktery byl poprvé izolovan v Indii a dogadkladen do souvislosti se sporadickymi
propuknutimi nemoci v Pakistanu, v Indii, BangladBlisku, Indonézii, Egypta Italii
(Singh, 200Y. Propuknuti nemoci je spojeno s morbiditoural/ia takeé s infekci dd@ji a
osob zachazejicich se gatly.

Pavod €chto cirkulujicich kmeif kravskych neStovicistava nejasny. Jednou z moznosti je
to, Ze se kmeny kravskych nestovic dostaly do pedénahod& béhem programu pro
eliminaci nestovic; nicménpiinejmensim u brazilskych kméikravskych nestovic ukazuji
genetické odchylky mezi izolaty na to, Ze zde exigly diivéjSi kmeny jedt pred zahajenim
kampani na vakcinaci s cilem eliminace nestovistrany WHO {rindade, 200Y. Je tudiz
také mozné, ze viry podobné viru kravskych nestpxidiive existovaly v firodg, aniz by
jejich piitomnost byla zjisina.

Vakcinani kmeny, které se pouzivaly v Indii a Brazilii,|&#y od licencované vakciny proti
nestovicim Dryvax, z niz byl PROSTVAC-V ziskan. PRKYAC-V nevykazuje zadné
zname fenotypické zény (nag. zmeny virulence neboiistové zvyhodéni), které by
zvySovaly jako riziko pro Zivotni prastdi, v porovnani s nerekombinantnimi galiskymi
geny nestovic. PROSTVAC-V je vskutku vice oslaben jeho rodiovsky nerekombinantni
virus kravskych nestovic, ktery je zase vyznamite oslaben nez licencovana vakcina
Dryvax proti neStovicim. Pra¥godobnost, Zze PROSTVAC-V povede k ustavéitbpnosti
a perzistence viru kravskych nestovic v piredi, je tudiz miziva.

Predpoklada se, Ze rozsah expozice necilovychideibmezen vzhledem k tomu, Ze podani
vakciny probiha v klinickém centru, za kontrolovelmypodminek. Podani PROSTVAC-V
subkuténg, pouziti bandaze, ktera omezi vyskyt viru na mpstdani vakciny, a komplexni
poweni zdravotnickych pracovnila pacient — to vSe jsou op#ni, ktera slouzi
sekundarnihofignosu viru na necilové organismy, na zaklatkolika studii Ize usuzovat, ze
pienos na necilové organismy,dua ¢lovéka na zvife nebo ze zvéte na zve, je
neprav@podobny, snad s vyjimkougnosu z ekovanych nebo infikovanych osob
zachazejicich se zwaty na dobytek.

Bezpenost viru ptdich neStovic (PROSTVAC-F) éloveka

Virus ptatich nestovic pat do rodu Avipox, ktery se od viru kravskych ne$tosvoluné
odchylil, a ktery nevykazuje serologickotiZovou reaktivitu Taylor, 1988 Beukema, 2006
Produktivni infekce virem ptéch nestovic je omezema vivo na utité druhy ptactva, k nimz
seradi kurata, kity a holubi, a dalén vitro na buiky ziskané od ptach druhi. Vzhledem

k tomu, Ze vektory viru ptach nestovic nejsou schopny replikace v lidskyctikdich (pouze

v bunkach ptaich), peedstavuji tudiz mnohem mensi beapestni riziko nez vektory na bazi
viru kravskych nestovic. V infikovanych lidskychitk&ch genova exprese mediované virem
ptacich nestovic sice probiha, spolu s ranou virovtna@sgenovou expresi, ovsem pozdni
genova exprese je blokovana a nedochazi k prodakiciych infeknich¢astic. V disledku
této skuténosti nevyvolava infekce sé&eh druhi onemocsni.

Virus ptaich nestovic je fednetem vyzkumu a pouziva se v navrhu vakcin jiz neghbe
desetileti. Stegajako virus kravskych nestovic, nabizi vyhody véliégenomu, navic ale

Z4dost, Fakultni nemocnice Olomouc Strana 28



skyta dodaténou jistotu bezp@osti vzhledem k tomu, Ze neni schopen replikasagich
bunkach. Vakciny na bazi viru ptech nestovic (HIV, malarie, rakovina) byly testoyan

zvirat i uc¢lovéka. Nevznikly Zadné obavy ohleflhezpé&nosti a nezadoucifinody spojené

S pouzitim vektar viru ptatich nestovic se omezovaly na mirné reakce vénpiatiani injekce
(Beukema, 20Q@ssajee, 2004Nebster, 2006 V Zaddném klinickém hodnoceni nebyl dosud
zminén prikaz @enosu viru ptéich nestovic. Vzhledem k tomu, Ze virusddth nestovic je u
¢loveéka replika&neé defektivni, genos PROSTVAC-F je &loveéka nepravdpodobny.

TBC-FPV i PROSTVAC-F jsou vyznamvice oslabené nez vakcina Dryvax proti
nestovicim, coZ bylo steno pomoci testu intrakranialni kfu mysi. Tento test
neurovirulence je tradiné nejcitlivéjSi metodou réeni virulence viru kravskych nestovic
vivo. Pokud jde o toxigenicitu a alergenicitu, ve sitidlibezpénosti na hlodavcichi u non-
humannich primatnebyly zaznamenany Zadné biologicky vyznamné&wgnani znamky
negiznivych toxikologickych dginka. A dale, PROSTVAC-F byl v minulosti podan vice nez
300 subjekim v osmi klinickych hodnocenich faze 1 a 28¢emz nebyly hlaSeny zadné
toxické ani alergennidinky. NegasgjSi AE v souvislosti s PROSTVAC-F, které byly dosud
pozorovany, zahrnuji reakce v ngigiodani injekce, z nichz vSechny vykazovaly stupe
zavaznostk 2. Mezi nefastjSi systémové AE, které jsotiipisovany podani PROSTVAC-F,
pati Unava, nevolnost / zvraceni, héka, zimnice, artralgie a zavéat

Bezpe&nost viru ptaich nestovic (PROSTVAC-F) u jinych zividnych druli

PROSTVAC-F se ziskava z oslabené veterinarni vghmioti pta&im nestovicim POXVAC-
TC, ktera se pouziva vitrezdském ptimyslu k ochra# kurat pred infekci patogennim
virem ptaich neStovic. Na zakladouzivani POXVAC-TC nebyly hlaSeny Zadnéifiemvé
Ucinky na zZivotni prosedi, jiné ptai druhy ani osoby zachazejici seiaty.

V soutasné dobje v platnosti licence USDA pro rekombinantni viigich nestovic

k vakcinaci diibeZe proti pté chiipce a Newcastleské nemoci. V Mexiku a vie8hi
Americe bylo dosud pouZito vice neZdmwiliardy vakcin proti ckipce na bazi
rekombinantniho viru ptach nestovic, aniz by byly hlaSenyjaké nezadouci reakcBifblot,
2009.

V piipack viru ptatich nestovic nebyla hlaSena replikace v jinychpteZich druzich.
Pravdpodobnost $eni PROSTVAC-F na necilové organismy je tudiz veimka.

V neprav@podobném fipadt virového ffenosu se u necilového organismuisepoklada
Zadné klinické onemoeni.

Produktivni infekce virem ptéch nestovic je omezema vivo na utité druhy ptactva, k nimz
seradi kuata, kity a holubi, kané (Tripathy, 1983. Je pravépodobné, Zeienos viru
ptacich nesStovic bude maximalni uitikeze; bylo nicméhzjisteno, Ze penos vakcinéniho
kmene viru ptéich nesStovic u kiat, ktera jsou pro tento virus permisivnim hostite) je
omezen licMillen, 1999.

RovréZ byla hodnocena schopnost vak¢imiaio kmene a rekombinantniho viru @it
nestovic infikovat jiné pt&d druhy. Po inokulaci virem ptéch neStovic byl pozorovan vznik
lézi u kiat, nikoliv ale u kepelek. Rodiovsky i rekombinantni virus ptech nestovic se
poddilo izolovat z mist podani injekce udkr nikoliv ale u Kepelek McMillen, 1994. Virus
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ptatich nestovic se tudiz produkt&mneplikuje u kterych, nikoliv ale u vSech piech druhi,
coz jeSt vice omezuje jeho potencialniepos.

6.2 Geneticka stabilita geneticky modifikovaného granismu

Geneticka stabilita PROSTVAC-V a PROSTVAC-F bylarngtvena s vyuzitirady tiznych
metodologii. Je sekvenovan cely genom viru Worl8egd Virus (WSV) a cely genom jedné
vyrobni Sarze PROSTVAC-V a PROSTVAC-F. Dale je kaadou vyrobni SarZi prokdzana
identita na zaklatlPCR, Western blot a analyzy restrikch mist. Spokné predstavuje toto
testovani verifikaci genetické stability.

Déle bylo provedeno hodnoceni komparability Gplngehonti vyzkumnych pipravki faze
Il a faze Ill. Tato datafiedstavuji dalSi doloZeni genetické stability PROSTW a
PROSTVAC-F.

PROSTVAC-V ani PROSTVAC-F nevykazuji zadné znamnmofgpické znény (nag. zmeny
virulence nebotrstové zvyhodéni) v porovnani s nerekombinantnimi rémliskymi geny
nestovic, které byly ziskany z licencovanych vakcin

PROSTVAC-V

Virus kravskych nestovic je relatigrstabilni, je-li uchovavanipnizkych teplotach. To
prispiva k uspsnosti programu vakcinace proti nestovicim v roatyoh zemich, kde
moZznost jeho zmrazeni byla snadno dostupna. Pdasldai vakciny P teplotach prosedi
ovSem jeji sila rychle klesala, coZlmzatatkem 20. stoleti za nasledek vysoky podil
nedsgsSnych vakcinaci v rozvojovych zemich. Bylo nutnoalpZit zn&né asili k tomu, aby
se podslo vyvinout suchou vakcinu, ktera je stabiltii {gplotach prosedi Fenner, 1988
Prosté suSeni vedlo k variabilni stabilibokonce i komplexni podminky suseasto davaly
neuspokojivé vysledky. Postupse déilo dosahovat zlepSenifipemz vhodné podminky
lyofilizace byly nakonec optimalizovany v 50. lete20. stoleti, coZispelo ke kongnému
uspechu globalniho programu vakcinace proti neStovicim.

Viry neStovic maji schopnosteiti po znan¢ dlouhou dobu v suSeném materialu, ifldpd
v odloupnutych strupech po vakcinaci. Jsou talkagtixek stabilni, jsou-li uchovavany ve
zmrazeném nebo lyofilizovaném stavu, za pozoegulovanych podminek. Jejich stabilita
ovSem pi rostouci teplat vyznamet klesa. Za normalnich podminek ptesti se
piedpoklada, Ze PROSTVAC-V i PROSTVAC-F ztraceji Easzhopnostdhem dri nebo
tydna.

Na téma regenerace nerekombinantniho viru kravskgétovic zatrznych laboratornich
podminek nastavenych tak, aby imitovaly expoziprestedi, bylo publikovano ¢kolik

studii. ReZiti viru se hodnotilo nd&fklad na textiliich a potravinactsidwell, 1966; Pastoret,
1996; Essbauer, 200,7v suchém stavu nebo v kapalifvcetre solného roztoku, pitné vody,
sterilrg filtrované vody jezerni nehid¢ni, srdZzkové vody, srdZzkové vody obohacené fetalnim
telecim sérem nebo smiSené se zeminou pro pokmstiény) Mahnel, 1977; Mahnel,

1987; Essbauer, 200,7za fiznych podminek relativni vihkosti, teplatypH (Mahl, 1975;
Newman, 20083 pii expozici vzduchu nebo ve vzduchstych nadobachahnel, 198Y.

Mezi ttmito publikovanymi experimenty j@da rozdii, mezi &2 Izefadit tizné kmeny viru
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kravskych nestovicjiizné techniky fipravy, fizné p@ateni titry viru a metody titrace viru.
VSechny tyto studie nicmérskytaji jednoznéna data jednak o tom, Ze virus kravskych
nestovic je relativé stabilni zaznych laboratornich podminek, a jednak Ze s rostouc
teplotou jeho stabilita vyznamrklesa.

Nerekombinantnim rodovskym virem kravskych nestovic (TBC-Wy) a rekondnimim
virem kravskych nestovic, ktery je podobny PROSTVXCa ktery se ozriaje jako
PANVAC-V, byly provedeny specifické stabilitni siednepublikovana daja PANVAC-V
je rekombinantni virus kravskych nestovic, ktergipbre jako PROSTVAC-V exprimujefit
kostimulani molekuly TRICOM; dale exprimuje dva dalSi antigesouvisejici s nAdorem
(Petrulio, 2006; Madan, 2007 Stabilita PANVAC-V v suchém stavu nebo ve yaa
raznych teplot se porovnavala se stabilitou nerekaarithiho rodiovského viru TBC-Wy.
Na zaklad téchto studii bylo prokazano, Ze rekombinantni vjeusrovnatelny sifslusnym
nerekombinantnim rodvskym virem. Oba viryifd uchovavani ve vado teplot 25 °C
ztracely Zivotaschopnosthem tydri. Stejné viry ztraci zivotaschopnoshlem drii, jsou-li
uchovavany suchéipeplot 25 °C. Tyto vysledky jsou v souladu s vySe diskatoymi
publikovanymi zpravami, jeZ prokazuji, Ze viry r@at jsou stabilni p nizkych teplotach,
pii vysSich teplotach ale vykazuiji niZSi stabilitejsou-li specialé upraveny, naipklad
lyofilizaci za regulovanych podminek.

PROSTVAC-F

O perzistenci vik ptatich nestovic v progedi je k dispozici malo publikovanych studii.
Nicmért jako vysledek pouzivani licencovanych produki bazi rekombinantnich vir
ptacich nesStovic a vir canarypox, ¥etné veterinarnich vakcin proti viru Newcastleské
nemoci, viru ptéi chripky, vztekling, viru kegici leukemie, psince a zdpadonilskému viru,
nebyla hlaSena perzistence v predt, nezadouci nasledky ani jiné environmentalni
problémy. V ramci postupu ghlbvani licence oznamila USDA Findings of No Sigoéint
Impact (ZjiSéni negfitomnosti vyznamného dopadu), které se tykaji pfpodobnosti
nezadoucich environmentalnickilpd @i pouziti €chto vakcin Payne, 1994Payne, 1995
Payne, 1996Federal Register, 1994, 1997a, 1997b, 2003, 2004

Nerekombinantnim rodovskym virem ptéich nestovic (TBC-FPV) a rekombinantnim virem
ptacich nestovic, ktery je podobny PROSTVAC-F, a kisyoznauje jako PANVAC-F, byly
provedeny specifické stabilitni studigepublikovana daja PANVAC-F je rekombinantni
virus kravskych nestovic, ktery podabjako PROSTVAC-F exprimujditkostimulani
molekuly TRICOM; déle exprimuje dva dalSi antigeoyvisejici s nadorenkétrulio, 2006;
Madan, 200Y. Stabilita PANVAC-F v suchém stavu nebo ve ¥ad iznych teplot se
porovnavala se stabilitou nerekombinantnihododikého viru TBC-FPV. Na zakladechto
studii bylo prokazano, Ze rekombinantni virus veatelny s fislusnym nerekombinantnim
rodi¢ovskym virem. Oba viryifd uchovavani ve vatlo teplot 25 °C ztracely
Zivotaschopnostdnem tydri. Stejné viry ztraci Zzivotaschopnoshlem dri, jsou-li
uchovavany suché&ipeplot 25 °C. Tyto vysledky prokazuji, Zze PROSTVAC-F falsini

pii nizkych teplotach, ip vysSich teplotach ale vykazuje nizsi stabilitenili specialg
upraven, naiiklad lyofilizaci za regulovanych podminek.
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6.3 Vlastnosti geneticky modifikovaného organismukteré maji vliv na prezivani,
rozmnozovani a Steni v Zivotnim prostedi

Viz bod 6.2

6.4 Znamé nebo pedvidatelné enviromentalni podminky, které mohou ntivliv na
pirezivani, rozmnozovani a geni (vitr, voda, teplota, pH)

Viz bod 6.2
6.5 Citlivost na specfické latky (prostedky)

PROSTVAC-F/V jsou citlivé nadzné uzivané dezinféki prostedky. K dezinfekci budou
pouzivany pipravky SAVO nebo SEKUSEPT forte.

6.6 Uvalte, zda je geneticky modifikovany organismus patogei nebo jinym
zpasobem Skodlivy (Zivy nezZivy, ¥etné mimobunéénych produkti). Pokud ano,
uved’te zda vzhledem k lidem, zwiatam, rostlinam, nebo jinak.

Geneticky modifikovany organismus neni patogenbbrjakymkoli zgisobem Skodlivy - Viz
bod 6.2

6.7 Popis metod identifikace a detekce geneticky mifikovaného organismu

Detekce a identifikace PROSTVAC-V a PROSTVAC-F sevpdi pomocidchto zkouSek a
je akreditovan zaji¥ovana vyrobcem vakciny:

» Kvantitativni zkouSka FACS pro &feni titra infekéniho viru

» Polymerazovdetzova reakce (PCR) vloZzenych gesmspojek rekombinace
pro identitu viru

* Transgenni exprese podle Western Blot

6.7.1 Metody pouzivané k detekci geneticky modifik@ného organismu, ¥etné
ovéirené metody detekce

Kvantitativni zkouSka FACSZkouska FACS je kvantitativni zkouSkavitro, ktera potvrzuje
expresi virovych produkt TRICOM® (B7.1, ICAM-1 a LFA-3) a PSA. V této zkou$ce se
provadi inkubace bk in vitro pii postupnéntedni viru, nasleduje s@asné vyhodnoceni
exprese virovych proteini transgennich produkt Transgenni produkty a virové antigeny se
v jednotlivych butkach detekuji pomoci specifickych protilatek korgugnych s fluorofory,
které se detekuji pomoci FACS. Vazba protilatefeneh specifické cile probiha po fixaci a
permeabilizaci infikovanych béhk. Analyza FACS ukazuje procentualni zastoupenékun
které jsou infikovany virem, &ehoz se péita titr infekénich jednotek (Inf. U.). Ukazuje také
podil burgk, které exprimuji transgeny, z nichZ se&ipé titr transduknich jednotek (Txg.
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U.). Tato zkouSkaiedstavuje plévalidovanou zkousku sily, ktera se pouziviédupolinovani
klinickych materiab.

Polymerazov&etzova reakce (PCR) viozenych gesmspojek rekombinacélentita
PROSTVAC-V a PROSTVAC-F se prokazuje pomoci kvalitdho testu PCR. Postup lze
striené popsat tak, Ze pro kazdy test se provadi extrBkés z testovaného vzorku, ktera se
podrobi amplifikaci PCR s vyuZitim specifickychrperi, jeZ jsou homolognidZi

sekvencim obklopujicim vloZené geny PSA-TRICOM. ggiaé amplikony PCR se
vizualizuji pomoci elektroforézy na agar6zovém geharveni ethidium bromidem a
porovnavaji se s DNA markery znamych velikosti fnegti. Analyza rekombinantnich wir
se provadi sowiné s analyzou referénich standantl PROSTVAC-V/F.

PCR zkousky identity PROSTVAC-V a PROSTVAC-F byblidovany vzhledem k
dolnimu dete&nimu limitu, speciftnosti a opakovatelnosti (viiti presnost zkousky).

Analyza Western BlofTato analyza, ktera vyuziva protilatek specifidkypco PSA, B7.7,
ICAM-1 a LFA-3, slouzi ke zkoumani molekulové hmadti a identity &chto
polypeptidi, které jsou exprimovany sé&vburg¢nou linii po absorpci rekombinantniho
viru. Analyza rekombinantnich virse provadi sowiné s analyzou referénich
standard PROSTVAC-V a PROSTVAC-F. Tato zkousSkaegstavuje plé validovanou
zkousku identity, kter4 se pouzivé pvoliovani klinickych materidi,

6.7.2 Metody pouzivané k identifikaci geneticky moifikovaného organismu
v prostiredi, Wetné ovérené metody identifikace a udaj o spolehlivosti a citlivosti
metod

Viz bod 6.7.1

6.7.3 Udaje umohujici jednozna&nou identifikaci zménéného tseku ddiéného
materialu

Viz bod 6.7.1
6.8 Exprese vioZzenéhodi¢ného materialu

Predpokladany zisob fisobeni PROSTVAC-V/F obnasi indukci imunitnich odgmivproti
PSA, které povedou k vyhlazeni nadorovychdbuexprimujicich PSA. PROSTVAC-V a
PROSTVAC-F jsou terapeutické vakciny, které bylyridany tak, aby dodavaly antigen PSA
souvisejici s nadorem do hiknprezentujicich antigen (APC), kde poté dochgehk
zpracovani a expresi na povrchu APC v rdmci hlavhistokompatibilniho komplexu
(MHC), coz vede k aktivaci T-bwk (Essajee, 2004; Schlom, 20Q0&a &elem posileni
imunogenicity exprimovaného PSA exprimuji PROSTVXG@ PROSTVAC-F tak&itlidské
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kostimulani molekuly ozn&ované jako TRICOM. Vakcinace pomoci PROSTVAC-V vede
v infikovanych buikach k sotdasné expresi epitddSA v kombinaci s kostimutaimi
molekulami. Pedpoklada se, Ze koexprese PSA v kontextu moleRUCDOM posiluje
imunitni odpo¥d’ T-burgk na PSA. Tyto imunitni odp&di na PSA jsou poté posileny
vicetetnymi imunizacemi pomociislusného rekombinantniho viru pteh nestovic,

V infikovanych lidskych biikach genova exprese mediovana virendiptanestovic sice
probiha, spolu s ranou virovou a transgenovou expogSem pozdni genova exprese je
blokovana a nedochazi k produkci Zadnych ithésh castic. V disledku této skutaosti
nevyvolava infekce s&ich druhih onemocani.

6.8.1 Rychlost a mira exprese vlozenéh@diéného materialu, zavislost na zivotnim
cyklu, organy, kde k expresi dochazi

Jelikoz se jedna o cytoplasmatickigpaseny transgen, je mira exprese transgenu énévn
dobou jeho persistence v infikovanéiba. Virus ma afinitu fevazei k epitelialnim bakam
a buikam imunitniho systémuighoz je s vyhodou vyuZivano v obou transgennickinakh.

6.8.2 Popis metod réeni s udanim jejich citlivosti— viz bod 6.7.1
6.8.3 Stabilita exprese

Stabilita exprese je dana identitou expresni kaxetkteré je transgen propagovan.
Jednotlivé elementy expresniho systému vakciny ppgpsany vyse.

6.9 Exprimované bilkoviny

Transgenni kazeta exprimuje proteiny TRICOM a Pj8Rbylo popsano vyse. VSechétyii
proteiny jsou lidskéhogwvodu a jsou zcela nepatogenni, samostawrndané kombinaci.

6.9.1 Aktivita exprimovanych bilkovin

Exprimované proteiny jsowhnou sodasti lidskych buék; jejich biologické funkce byly
popsany naigdchozich mistech Zadosti

6.9.2 Popis metod identifikace a detekce exprimovgoh bilkovin s udanim jejich
citlivosti, spolehlivosti a specifénosti

Identifikace a detekce exprimovanych protgmobiha pomoci fitokové cytometrie, PCR
analyzy a Western blot. Uvedené techniky js&inb pouzivany v laboratich a pro dané
molekularni cile maji jagndanou miru senzitivity a specificity. Tyto analyjgpu provadny
vyrobcem vakciny f&d kazdym uvedenim noveého lotu vakciny déhab

6.10 Hedchozi nakladani s geneticky modifikovanym organimem

PROSTVAC-V/F byl v minulosti podan vice nez 300 jeltbim v osmi klinickych
hodnocenich faze 1 a 2

7 Informace o uvadni do zivotniho pros¥edi a o pozemcich, na nichz bude probihat
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7.1 LiSi se misto uva&ni do zivotniho pros¥edi od ekosystému, ve kterém setfemce
nebo rodi¢ovsky organismus obvykle vyskytuji, nebo jsou ¢stovany anebo
kultivovany?

Klinické hodnoceni s GMO PROSTVAV-V/F bude probikeatzdravotnickém Z&eni
Fakultni nemocnice Olomouc po obdrzeni povolemalkadani s GMO a jeho uvéd do
Zivotniho prostedi

7.2 Pracovis€ a pozemky, na kterych bude uvéé&ni do Zivotniho prost¥edi probihat
- metodika pokus — viz synopse protokolu

- havarijni plan — viz filoha pro pracovist

- provoznitad pro pracovist— priloha 4

Fakultni nemocnice Olomouc

Urologicka klinika

|.P.Paviova 6
775 20 Olomouc

7.3 Vlastnik pozemhi, pokud neni totoZzny s osobou, ktera podava zadostuvadni
GMO do Zivotniho prostiredi a smluvni vztah mezi vlastnikem a touto osobou

Viz bod 7.2
7.4 Specifikace pozemku

Pracovi& je koncipovano svym prostorovym a technickym wvydrdm jako zdravotnické
zaizeni pro Iébu pacieni a pracovidt se a podili se ndad vyzkumnych Kklinickych
hodnoceni.

7.5 Celkova rozloha plochy, na které se uva&di do zivotniho prost¥edi ma uskuteénit
Nerelevantni

7.6 Vzdalenost pokusného pozemku od specifickychémi v metrech nebo kilometrech
Nerelevantni

7.7 Vyuziti okolnich pozemki, véetné plodin péstovanych na sousednich pozemcich
Nerelevantni

7.8 Fauna a flora, ¥etné zemédélskych plodin, hospod&skych zviat a migrujich druh,
ktera by mohla prijit do styku s geneticky modifikovanym organismem

Nerelevantni

7.9 Metody uvadini do Zivotniho prost¥edi a mnoZzstvi pouzitych geneticky
modifikovanych organismi
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GMO vakcina bude aplikovana pacigmt zaazenym do klinického hodnoceni. Ve Fakultni
nemocnici Olomouc sefpdpoklada z@zeni nejvyse 10 paciéntlednomu pacientovi bude
v ramci klinického hodnoceni aplikovano celkem Yeld PROSTVAC-V: 2x19(Inf.U)

v tydnu 1.-; PROSTVAC-F 1x£QInf.U) v tydnech 3; 5; 9; 13; 17; 21.

Predpokladé se, Ze pro centrumi,yvazeni malé rezervy na konfiguraci baleni amgzea
ampulky, které bude nutno vyhodit nebo je bude mgtpdat znovu, by mohlo byt dovezeno
az 10 ampulek PROSTVAC-V, 36 ampulek PROSTVAC-kB adpulek s prazdnym
prazdnym vektorem pEéch nestovic.

7.10 Relevantni udaje o pedchozich gipadech uvadni stejného GMO do Zivotniho
prostiedi, pokud existuji, zejména ve vztahu k moznymdink am této ¢innosti na
zdravi lidi a zviret, Zivotni prostredi a biologisvou rozmanitost

Nerelevantni
7.11 Popis ekosystéi které by mohly byt ovlivnény
Nerelevantni

7.12 Srovnani Firozeného habitatu grijemce, pripadné rodiéovského organismu
s navrhovanym mistem uvadni do Zivotniho prostedi

Nerelevantni

7.13 Jakékoli planované zrény ve vyuZziti pozemla v okoli mista uvadni do Zivotniho
prostiedi, které by mohly mit vyznam pro gisobeni GMO na zZivotni profedi

Nerelevantni

Popis nakladani s GMO

8.1 Nakladani s GMO gred jejich uvadénim do zZivotniho prostedi (uzawené nakladani,
pieprava)

Nakladani s GMO je omezeno pouze na skladovanideks vakcinou, ipravu vakciny
k pouziti (getaZzeni do injeini skikacky) a jeji aplikaci pacientovi. Vakcina je usklgda
v mrazicim boxu p teplog€ -70, @giprava a aplikace vakciny probiha n&amem pracovisti
ambulantni¢asti urologické kliniky Fakultni nemocnice Olomoudanipulace s GMO je
provadna pouze&adre proskolenymi pracovniky.

VSechna ddena pracovist jsou radre ozn&ena napisem ,PRACE S GMO* a
,BIOLOGICKE RIZIKO", jsou uzamykatelna a vstup jeoyolen pouzeadre prosSkolenym
osobam v souladu s Provoznféddem pracovigta Havarijnim planem.

Nakladani s GMO bude probihat nacemém pracovisti urologické kliniky Fakultni
nemocnice Olomouc, které je v samostastojici budo¥ a je rozdleno nacast pro
zdravotnicky personal (Satna, denni mistnost, pracdékad, pripravna lék) a cast pro
pacienty (vySébvny, infuzni a odérové mistnosti¢ekarna).
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Do prostor utenych pro zdravotnicky personal (urologické &ddi, |€karna) maiji ifistup
pouze zardstnanci, jiné osoby jsou hlaseny jako néwgtpracovist a vstup je povolen pouze
v doprovodu zagstnand@. Pracovidt jsou uzamykatelna bezpstnimi zamky a prostory
nemaocnic jsou monitorovany 24h sluzbou.

Prace s GMO probiha vyhratiiv mistnostech denych k tomuto &elu, které jsouradre
ozna&ené a uzamykatelné.

Okna v mistnostech pracovidurcenych k nakladdani s GMO jsou ofsta si&mi proti
vniknuti hmyzu.

Rozmiséni jednotlivych mistnosti pracovije znazoraéno na planku pracovist viz priloha
4

Vakcina je v wfené mistnosti urologické kliniky aplikovana pro&mym ¢lenem studijniho
tymu do deltovitého svalu horni k&etiny. Misto aplikace je okaméitprelepeno sterilnim
krytim, vznikly odpad (stkacka, jehla) je okamzit po aplikaci likvidovan do kontejneru
fadre oznaeného ,GMO ODPAD*.Clen studijniho tymu je v dabaplikace GMO chréam
jednorazovymi ochrannymi paiokami (Jednorazové rukavicéepice, plas, rouska) tyto
jsou okamzg po aplikaci umisiny rovréz do zvlasStniho kontejteru ozremého ,GMO
ODPAD". Pacient je po proSkoleni vybaven dostayen mnoZstvim materidlu prorgvaz
mista aplikace. Pouzité kryti bude po oSet mista aplikace doma odkladat do
bezpeénostniho uzaviratelného kontejneru aareého ,GMO ODPAD". Tento kontejner
vrati @i dalsi navatvé centra klinického hodnoceni.

S vesSkterym GMO odpadem je nakladano jako se tviddbezpénym biologickym
odpadem. Je likvidovan ve spal@Jrakultni nemocnice Olomouc dle internidiegpisi.

8.2 Postup, kterym budou GMO uvéaeny do Zivotniho prostedi

Vakcina bude aplikovana paciént v centru klinického hodnoceni, které butddre

ozn&eno “ Prace s GMO". Misto aplikace budelppeno sterilnim krytim a pacient bude po
fddném proSkoleni vybaven dostatygm mnoZstvim sterilniho kryti pragdepeni mista
vpichu. VSechen pouzity material bude pacient udab bezp&nostniho uzaviratelného
kontejneruradre ozna&eného ,,GMO odpad”. Kontejner odevzdé galSi navaiveé centra
klinického hodnoceni studijniho tymu.

8.3 Hiblizny po¢et GMO (na m2, pfipadné m3)

nerelevantni

8.4 Fiprava a zpisob Upravy pozemku fed uvedenim GMO
Nerelevantni

8.5 Zpiisob dopravy GMO

Preprava bude na Gzeitieské republiky zajiovana spoknosti TNT, ktera spilje
poZzadavky pro fepravu GMO dané vyhlaskou.
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8.6 Zpusob ochrany zdravi pracovnili v pribéhu nakladani s GMO v souladu se
zvlastnimi piredpisy

Pracovnici budou v détmakladani pouzivat jednorazové ochrannéjmimy (rukavice, plag
cepice, rouska). Nakladani s GMO bude probihat poazaistech k tomu &enych fadre
oznaenych ,PRACE S GMO*, ktera v débmanipulace s GMO nebude vyuzivana k jinému
acelu.

Plochy, kde budefjpravovana vakcina, budotigkryty jednorazovym krytim a pdipraw
okamzit sanovany dezinfékimi prostedky (SAVO, SEKUSEPT Forte)

Viz. Provoznitrad pracovist

8.7 Zpisob kultivace GMO

Nerelevantni

8.8 Popis dalSiho nakladani s GMO, &etné jejich likvidace

Viz bod 8.1

8.9 Termin a zpisob vyhodnoceni uvadni GMO do zivotniho prostiedi

Vzhledem k povaze vakciny PROSTVAC se neplanujesgbceni vlivu na Zivotni
prostedi. Po ukoeni klinického hodnoceni bude zpracovanamina zprava o fibchu
klinického hodnoceni.

9 Udaje o interakcich mezi geneticky modifikovanymbranismy a Zivotnim pros¥edi
a jejich mozném vlivu na zivotnim pros¥edi

9.1 Ceské a latinské rodové a druhové jméno cilového arsmu, pokud existuje,
s presnym uréenim kultivaru (odr @dy, rasy, plemene, linie, hybridu, kmene,
patovaru)

Homo sapiens

9.2 Fredpokladany mechanismus a vysledek interakce mezeigeticky modifikovanym
oraganismem uvad&nym do Zivotniho prost¥edi a cilovym oranismem

PROSTVAC - VIR jsou vektorové vakciny, které buaplikovany v 7 podkoZnich davkach
v pribéhu psti mésiai. Vysledkem je navozeni imunitni odpol na specificky prostaticky
antigen a biiky karcinomu prostaty. Vakcina vyvolava chroniclaktivni imunomoduléni
odpowd’ a zpomaluje celkovou progresi nadorového onerfrtcn

9.3 Hredpokladany mechanismus a vysledek interakci s d&tdi orgnismy v Zivotnim
prostiredi, které mohou byt vyznamné

Nerelevantni

9.4 Je pravdpodobné, ze dojde k selekci po uvedené do Zivotnipoostiredi, jako napf.
zvySena konkurenceschopnost nebo invazivhost GMO?
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Neni pravdpodobné.

PROSTVAC-V/F nevykazuji Zzadnou kompetitivni vyhqaioeti nemodifikovanym
rodicovskym vitim s ohledem na replikaiti-vitro. RovreZ neexistuji Zadnéittazy o
moznosti Sieni a usidleni transgennich vakcin do ekosy&tém

9.5 Moznost prudkého nakistu populace GMO v zZivotnim prosiedi a podminky, za
kterych by mohlo k tomuto nariastu dojit

Nerelevantni

9.6 Cesty biologického $eni GMO, znamé nebo mozné Ajsoby interakce
s rozSFujicimi agens

Nerelevantni

9.7 Typy ekosysténi, do kterych se GMO miZe rozsFit z mista uvadéni do Zivotniho
prostiedi a ve kterych se mize usidlit.

Sireni a dopad na ekosystémy seiadpoklada. $éni vyzaduje Gzky kontakt s mistem
vakcinace nebo néjmy kontakt s kontaminovanymi povrchy. Klinické mmteni bude
provadno ve zdravotnickych Z&enich pi dodrzovani standardnich hygienickych dpat.
Nepredpoklada se, Ze pouziti vakciny bude mit jakyketativni dopad na ekosystémy.

9.8 Nazev {eskeé a latinské rodové a druhoveé jméno srpsnym uréenim kultivaru,
odrady, rasy, plemene, linie, formy, hybridu, kmene, povaru) necilového
organismu, ktery se ¥etelem na povahu pijimaciho prostiredi mize byt poSkozen
uvadénim GMO do Zivotniho prostiredi

Homo Sapiens

NejpravdpodobrjSi necilové organismy, které mohou byt naRodystaveny pouzitému
GMO (PROSTVAC - V/F) jsodlenové studijnich tyrin klinického hodnoceni arfpuzni

s

pacienta, Zijici s nim v domacnosti.

9.9 Hredpokladany mechanismus zji&#nych nezadoucich interakci mezi GMO a
necilovymi oraganismy ¥etné konkurenti, koristi, hostitela, symbionti, predéatori,
paraziti, patogeni.

Nerelevantni
9.10 Schopnost penosu ddiéného materialu in vivo

Potencial penosu getn PROSTVAC — V/F na dalSi druhyetre ¢lovéka je extréma nizky.
Zivotni cyklus Poxvitt probiha v cytoplazegha poxviry se neintegruji do hostitelskéik.
Rekombinace mezi PROSTVAC -V/F a divokymi typy wiaccinie nebo avipox viru

v infikovanych buikach hostitelského organismu je teoreticky mozkdy? pravépodobnost
ko-infekce rekombinantni vakcinou a divokym typenmestitelskych bikach organismu je
velmi mala. Rekombinace vimeneni virulenci, fistové vlastnosti nebag@trvavani viru

v Zivotnim prostedi. Rekombinace s jinymi virovymi genomy je nepkgnodobna vzhledem
k nedostatku homologie mezi jednotlivymi skupinasnii.
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9.11 Vysledky studii chovani a vlastnosti GMO a jajh ekologickych vlivii
provadénych v simulovaném gFirozeném prostedi

S vakcinami PROSTVAC nebyly provedeny Zadné stddgadu v simulovaném Zivotnim
prostedi

9.12 Znamé nebo pedpokladané zapojeni do biochemickych procés
Nerelevantni. PROSTVAC - V/F se nezapojuji do Zhdr@ochemického procesu
9.13 DalSi mozné &inky na Zivotni prostiedi a biologickou rozmanitost
Nerelevantni

10.Monitorovani vyskytu a tué¢inka GMO

10.1  Metody zji¥ovani pritomnosti GMO

Vzhledem k charakteru GMO (rekombinantni vakcingolZiti u pacierif) a zcela
zanedbatelnému efektu ,virus shedding” je poZzadaelkaboratorni fikaz GMO u pijemai
vakciny nerelevantni.

Hodnoceni bez@mosti a monitorovaniPacienti budoudhem I&ebné faze klinického
hodnoceni sledovéani, zda se u nich neobjevuji zgareko piznaky toxicity vzniklé pi
lécb¢, pomoci paiéne zamereného fyzikalniho vyssgni, panal hematologie, chemického
rozboru séra, EKG a zdznamu AE a&mm uzivanych Iék. VeSkeré SAE bude ihned
posuzovat zadavatel a |kt monitdi CRO. Kron® toho se bude v tomto klinickém
hodnoceni vyuZivat komise pro monitorovani dat.

10.2  Specificita metod identifikace GMO a odlgni GMO od darcovského organismu,
prijemce

Viz 6.7.1
10.3 Metody monitorovani @inku na ekosystém
Nerelevantni

10.4  Techniky (metody) detekceifgnosu vioZzeného éli¢ného materialu na dalsi
oranismy

Nerelevantni

10.5 Plocha na které bude monitoring provaih
Nerelevantni

10.6  Cetnost monitoringu

Nerelevantni
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11.Informace a opatireni po skoréeni pokusu a o nakladani s odpady

11.1 Popis opateni po skoreni pokusu

Po ukorteni klinického hodnoceni se rfedpokladaji Zzadna minédna opaeni, nebé

veSkery odpad, ktery vznikne v souvislosti s na&itdch s GMO bude pbézre likvidovan.
Misto nakladani s GMO bude rasnpribézné sanovano a dezinfikovano.

11.2 Zpisob likvidace GMO a kontroly jejich G¢innosti

Vesktery odpad vznikly v fibéhu nakladani s GMO (jednorazové podlozky, jednovézo
rukavice, jednorazové pl&strousky,cepice) bude odkladan ddipravenych jednorazovych
kontejnefi a vaki viditeln¢ ozna&enych ,GMO ODPAD" a bude s nim nakladano jako se
zvla¥ nebezpénym biologickym odpadem. Pacienti budou vybavendngazovym
bezpénostré uzaviratelnym boxem, kam budou shrodiaZat veSkery material slouzici
k ptelepeni vpichu. Odpadni box s odpadnifavpzovym materialem pacient vrati¢zplo
centra klinického hodnoceni Fakultni nemocnice Qloma zde bude odpad be&peulozen
do kontejneru pro zvl@éebezpeény odpad oznzeny ,GMO ODPAD".

Destrukce odpadu bude zajisa dle internich semnic Fakultni nemocnice Olomouc — odpad
bude likvidovan jako zvla&t nebezpény ve spalova biologického odpadu Fakultni
nemocnice Olomouc.

Prazdné ampule, jehly afiidacky budou odloZzeny samostatndo specialnich pe¥n
uzamykatelnych jednorazovych kontejineriditeln¢ oznaenych ,GMO ODPAD“ a bude
s nim nakladano jako se zwuwadebezpenym biologickym odpadem. Destrukce bude
zajisSena dle internich s#mnic Fakultni nemocnice Olomouc — odpad bude ligviah jako
zvlast nebezpeny ve spalové biologického odpadu Fakultni nemocnice Olomouc.

Pracovni plochy budou okam&po @ipraw vakciny sanovany (SAVO, SEKUSEPT forte).

11.3 Plan kontrol dohledu

Bude postupovano podle interniché&nic Fakultni nemocnice Olomouc.
11.4 Druhy vytvoreni odpadi a jejich piedpokladané mnozstvi

Primérené mnozstvi zdravotnického materialu (jednorazmatozky, jednorazové rukavice,
jednorazové plast rousky,cepice, kryti vpichu), pouzité ampuletikbeky jehly; pouzité pro
aplikaci az u 10 zazenych paciefit(celkow az 10 ampulek PROSTVAC-V, 36 ampulek
PROSTVAC-F a 46 ampulek s prdzdnym vektorentiptanestovic).

11.5 Mozna rizika vyplyvajici z nakladani s odpady

Nepredpoklada se zadné riziko spjaté s odpadem z PRASPW/F . Centrum klinického
hodnoceni je instruovéana tak, aliylikvidaci infek¢niho biomedicinského odpadu
postupovalo v souladu s ,Provozniadem* centra. Pacienti dostanou pro likvidaci pt&iio
materialu k pevazu vpichu a rukavic kontejner pro biologickykovy odpadfadré oznaen
,GMO odpad"”.
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11.6 Popis zneSkodéni odpadi a metody kontroly U€¢innosti

S odpadem bude nakladano jako se zuteebezpé&nym biologickym odpadem a bude
likvidovan ve spalové Fakultni nemocnice Olomouc.

12.Poskytovani vzorki GMO

12.1 MnoZstvi a fredani vzorki poskytovanych podle § 18 odst. 2. zakona

V ramci klinického hodnoceni budou poskytnuty vzopkipravku PROSTVAC V/ F

v celkovém mnozstvi 6 ampulek PROSTVAC — V a 6 aelp®ROSTVAC — F. Vzorky
budou zaslany zadavatelem klinického hodnocentinesa SZU Praha, Centrum hygieny
potravinovychrettzcai ; Palackého 3ap12 42 BrnoDoc. Dr. Vladimir Ostry

13.V pripadé dovozu a vyvozu GMO ukeného vyhradré pro uvadéni do zZivotniho
prostiredi

13.1 Stat pivodu, piipadné uréeni

Némecko

13.2 Dovozce, fipadné vyvozce

Almac Clinical Services, Craigavon, Severni Irsko

13.3 Maximalni mnozstvi GMO, které ma byt dovezenaebo vyvezeno

Na zaklad aktualniho protokolu se v centru Fakultni nemoer@omouc pedpoklada
zaazeni az 10 pacieihtbéhem odhadované doby naboru o délce 1,5 roku.

Predpoklada se, Ze pro vSech centéirupazeni malé rezervy na konfiguraci baleni amgze
na ampulky, které bude nutno vyhodit nebo je butteandodat znovu, by mohlo byt
dovezeno az 7 ampulek PROSTVAC-V, 36 ampulek PROSI¥ a 46 ampulek

s prazdnym vektorem ptiwh nestovic.

Do centra se bude zpatku dodavat jedna krabice obsahujici 6 ampulek FRAC-V,

jedna krabice placeba PROSTVAC-V gdkrabice (kazda s 6 ampulkami) PROSTVAC-F a
dveé krabice placebo (kazda s 6 ampulkami) PROSTVAGQakmile bude aktivovano
doplreni zasob f Sesti zbyvajicich ampulkach PROSTVAC-F / placebbo tech
zbyvajicich ampulkach PROSTVAC-V / placeba, budasoby centera dopiny.

13.4 Zpasob prepravy

Veskera peprava PROSTVAC bude realizovana v souladu sgrsoemi EU pro pepravu
GMO a grepravnimi pedpisy IATA. Vakcina nebo placebo PROSTVAC se budogentra
klinického hodnoceniiepravovat ve forfkrabic po Sesti jednotlivych, zamrazenych
ampulkéch. Studijni vakcina se bude uchovaiiaeplot -70 °C nebo niZsi, viwodnim
vn&jSim obalu, a bude uloZena na zabéepém mist s gistupem pouze pro pracovniky
proskolené se zachazenim s GMO pro &uaGMO do Zivotniho prostdi. Po podani se
pouzité materialy ze studijni vakciny ihned vloairteprodysé uzawenych bezp@ostnich
obali a uchovaji se zatglem kontroly jejich p&u. Po odsouhlaseni a kontrolezpoklinické
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centrum pouzité studijni materialy 2hiv souladu s postupy danéhdizani pro likvidaci
biologicky nebezp@ého materialu. VesSkeré nepouzité studijni vakbingou vraceny do
centralniho skladovaciho mista ALMAC Clinical Sers ve Velké Britanii.

Preprava bude na Gzeitieské republiky zajiovana spoknosti TNT, ktera spilje
pozadavky pro fepravu GMQdané vyhlaskou.

13.5 Zpiasob baleni a ozn&vani

Studijni vakcina bude balena do ampulek k indiviiitrdu pouziti. Kazda davka
PROSTVAC se dodava v ampulkach z borosilikatovédta @R), uzavenych gumovymi
zatkami a plastovymi-hlinikovymi uzéry, vzdy Sest ampulek v krabici.

Souasti vSech baleni budéilpalovy letak az v 17 jazycicltetre ¢estiny. V gchto letacich
bude uveden nazev IMP, Iékova forma, pokyny k d&gké objem a koncentrace IMP,
pozadovana teplota skladovani, vystrazné prohlagkaritifikace jako vyzkumného preparatu
a jako GMOgislo ampulky, nazev a adresa vyrobce a zadavatéen&né datum expirace
(pouze na krabici). Samostatné Stitky na krabigiagkprostor pro uvedertisla centra a
jména zkousSejiciho.

14. Misto ulozeni dokumentace o nakladani s GMO vedé podle 8§ 19 pism.b)
zakona

V cetru klinického hodnoceni Fakultni nemocnicer@®ic bude dokumentace o nakladani
s GMO sodasti dokumentace vedené ke klinickému hodnocehj (i®Zena u hlavniho
zkousejiciho.

15. Plan Skoleni zarstnanai pred zahajenim nakladani s GMO a jejich nasledné
proskolovani

Uvodni zaskoleni pracovnikkteri budou nakladat s GMO (v3eélena studijnich tynf) na
pocatku klinického hodnoceni a opakovana proSkoleddiho pl roku budou provatha
poradcem pro GMO. Pacienttastnici se klinického hodnoceni budou proskoleni
proskolenymgileny studijniho tymu na @atku klinického hodnoceni.

Skolici materialy spolu se preze listinou podepsanou jednotlivyméastniky, steji tak
jako zaznam o proskoleni jednotlivych paciebtidou sotasti dokumentace klinického
hodnoceni (ICF) v centru klinického hodnoceni.iippd, Ze se dkteri ¢clenové studijniho
tymu nebudou moci Skoleni z jakéhokalivddu Eastnit bude pro&provedeno Skoleni
v nahradnim terminu. {Roha Vzor prezeini listiny proskoleni zagstnand, Vzor
individualniho Skoleni pacienta)

Vyjadieni odborného poradce pro praci s GMO

Souhlasim se znim Zadosti a jejim Zazeni do kategorie Uvédi geneticky
modifikovaného organismu do Zivotniho piest.
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MUDr. Saia Pekov4, Ph.D. Datum
(odborny poradce pro praci s GMO)
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Plan pro pripad havarie (,,havarijni plan‘) pro praci s geneticky
modifikovanymi organismy pii uvadéni geneticky modifikovaného
organismu do Zivotniho prostredi.

— pracovisté Fakultni nemocnice Olomouc — Urologicka Kklinika

a) Identifika¢ni idaje pracovisté a kontaktni adresy

PracoviSté:  Urologickd klinika
Fakultni nemocnice Olomouc
LP.Pavlova 6
775 20 Olomouc

ICO: 00098892
Statutarni organ:  feditel MUDr. Radomir Maracek

Reditel spole¢nosti: MUDr. Radomir Maraéek
Adresa: Fakultni nemocnice Olomouc
LP.Pavlova 6
775 20 Olomouc

Z¥izovatel: Ministerstvo zdravotnictvi
Palackého namésti 4, 128 01 Praha 2

Odborny poradce

Jméno: MUDr. Sona Pekova, PhD.

Trvalé bydlisteé: 5. Kvétna 23
27308 Pchery, okr. Kladno
Kontaktni adresa:
Laboratof Molekularni Diagnostiky
Laboratofe CHAMBON, s.r.o
Evropska 176/16

160 00 Praha 6
E-mail: pekovas @post.cz
Fax: -
Tel.: 221985475

Osoby odpovédné za eliminaci havdrie

V piipad¢ havdrie kontaktujte osobné nebo telefonicky vedouciho pracoviste:
MUDir. Jaroslav Pernicka PhD. Tel: 585 853 461

b) Popis oblasti/prostoru, kde se bude manipulovat s GMO
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Prace s GMO na pracovisti zahrnuji prevzeti dodané vakciny ve zmrazeném stavu, jeji
umisténi v mrazicim boxu -70°C v samostatné mistnosti slouZici tomuto ucelu ve
zdravotnickém zatizeni, déle pripravu vakciny k aplikaci a vlastni podkoZni podéani
pacientovi v odbérové a aplikacni mistnosti zdravotnického zafizeni. VSechny
mistnosti, v nichZ bude manipulace s GMO probihat, jsou fidn& ozna¢eny ,,PRACE

S GMO*

Pracovisté¢ je koncipovdno svym prostorovym a technickym vybavenim jako
zdravotnické zatizeni pro 1é€bu pacientil. Je rozdéleno na lizkovou a ambulantni ¢4st
a je v samostatné stojici budove v aredlu Fakultni nemocnice Olomouc. Ambulance je
v samostatném podlazi budovy se zvlastnim vchodem na pracovis$té. Ambulance je
rozdélena na Cast pro zdravotnicky persondl (Satna, denni mistnost, pracovny lékaid,
ptipravna 1€k, odbérovéd/infuzni mistnost) a ¢ast pro pacienty (vySetiovny, ¢ekdrna).

Vakcina GMO (PROSTVAC-V/F) je uskladnéna v mrazicim boxu, ktery je pouZit
pouze pro tento ucel a tadné, viditelné¢ oznafen ,,GMO materidl“ Mistnost je
uzamykatelnd a pristup je omezen pouze na proSkolené ¢leny tymu, ktefi se podili na
klinickych hodnocenich.

Vakcinu pfebird od kuryrni sluzby pouze proskoleny pracovnik, ktery ji ulozi do
mraziciho boxu. K manipulaci pouZiva jednordzové rukavice.

Oznacend pracovni plocha pro piipravu vakciny GMO se v dobé ptipravy nepouziva
pro jiny ucel je piekryta jednordzovym krytim a po piipravé je vydesinfikovana
(SAVO, SEKUSEPT active). Pracovnici pouZivaji pii piipravé jednordzové rukavice,
jednordazovy plast z netkané textilie, jednordzovou rousku, jednordzovou cCepici.
Vakcina, kterd je pfipravena kpouziti je ihned vloZena do pfenosného,
uzaviratelného, nerozbitného kontejneru, ur¢enému pouze k tomuto ucelu a viditelné
oznaceném ,,GMO Materidl“. Kontejner s vakcinou je uréenym ¢lenem studijniho
tymu pfeddn dalSimu ¢lenu studijniho tymu (zaslepend sestra), ktery ji dopravi do
uréené urologické ambulance k aplikaci pacientovi.

Mistnost uréend pro manipulaci s vakcinou je ¥idné oznaéena (PRACE S GMO) a
v dobé manipulace s GMO se nepouziva k jinému tcelu. Pracovni plocha ur¢end pro
manipulaci s GMO je pifekryta jednordzovym krytim a po aplikaci GMO je okamzité
vydesinfikovdana (SAVO, SEKUSEPT active). Povéteny, proskoleny Clen studijniho
tymu odloZi kontejner na pfipravenou pracovni plochu. Uréend a proSkolena sestra,
otevie kontejner, vyjme pfipravenou vakcinu a ihned aplikuje pacientovi. Pii
manipulaci s GMO pouzivé jednordzové rukavice, rousku, ¢epici a jednordzovy plast’.

Misto aplikace vakciny bude prekryto sterilnim krytim a pfelepeno. Pacient bude
vybaven dostateCnym mnozstvim sterilniho kryti a ndplastmi pro opctovné piekryti
mista vpichu doma a kontejnerem ftadné¢ oznaCenym ,,GMO ODPAD* pro
shromaZd’ovani kryciho materidlu pouZzitého pro piekryti mista vpichu.

Okna v mistnosti urc¢ené k nakladdni s GMO jsou opatifena sit€émi proti vniknuti
hmyzu. Mistnost je uzamykatelnd bezpecnostnimi zamky. Pfistup je omezen pouze na
fadné proskolené ¢leny studijniho tymu.
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¢) Plan pracovisté s oznacenim mist vyznamnych pro omezeni nasledkua havarie;
pri dopravé popis zajiSténi geneticky modifikovanych organismu proti tiniku

- Nize je uveden plan pracovisté¢ s vyznaCenim mistnosti, ve kterych dochazi
k nakladani s GMO, rovnéz je vyznacen hlavni uzavér vody a lokace hlavniho
spinace elektrického proudu (Piiloha 1)

d) Popis havarie, ktera miize vzniknout v prostorach nebo na misté, kde probiha
nakladani s geneticky modifikovanymi organismy.

Predplnéné injekcni stiikacky jsou plastové, jehla je kryta ochrannym krytem a proto
pfi praci s GMO (PROSTVAC V/F) hrozi minimdlni riziko dané potfisnénim pii
neopatrné manipulaci s predplnénou injekéni stiikackou. Tento typ havarie mize vést
ke kontaminaci pracovnika, ktery manipulaci provadél. Pii likvidaci odpadt nehrozi
unik GMO do zZivotniho prostiedi.

Hmyz a hlodavci jako vektor pfenosu GMO jsou z rizika vylouceni diky preventivnim
opatfenim: sit€ na oknech proti vniknuti hmyzu.

e) Prehled moznych nasledku havarie na zdravi lidi, zviiata, Zivotni prostiedi a
biologickou rozmanitost, véetné zpisobu zjiStovani téchto nasledki a Gcinné
ochrany pred nimi

Teoreticky hrozi riziko kontaminace pracovnika (nebo i dalSich osob) geneticky
modifikovanym organismem. Riziko zdvazného zdravotniho je zcela minimalni a to z
nasledujicich divodu:

PROSTVAC-F se v lidskych buiikdch nereplikuje, proto je riziko horizontalniho
pienosu mimotadné nizké. Toto riziko lze jeste vice zmirnit uplatiiovanim
standardnich opatieni biologické bezpecnosti, napiiklad opatfeni, kterd se uplatiuji
pii zachédzeni s lidskou krvi nebo tkdiiovymi vzorky. Na zdklad¢ rozséhlych
klinickych zkuSenosti s pfibuznymi virovymi vakcinami nebyl horizontalni pfenos
hl4Sen.

Mezi darcovskym organismem (Homo sapiens) a organismem pifjemct (virus
kravskych a ptacich nestovic) k Zadné ptirozené vymeéné genetického materidlu
nedochazi. Zivotni cyklus viru nestovic probihd v cytoplazmé; viry netovic se
neintegruji do genomu infikované bunky. Vzhledem k fyzikalnimu odd¢€leni lidského
genomu a genomu viru je pfirozend vyména genetického materidlu mezi darcem a
piijemcem nepravdépodobnd. Pokud jde o virus ptacich nestovic, je vyskyt jakékoliv
takové genetické vyméeny rovnéz vyloucen vzhledem k chybé&jici schopnosti replikace
viru ptacich nestovic u sav¢ich druht.

Podavani PROSTVAC-V/F bude probihat pouze ve vybranych klinickych centrech,

v chranéném reZimu podédvani v souladu s Ozndmenim; riziko tniku vakciny do
zivotniho prosttedi se tudiz nepredpokldadd. PROSTVAC-V ani PROSTVAC-F nejsou
schopny infikovat mikroby ¢i rostliny.
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Riziko pfenosu rekombinantnich virti na exponované zdravotnické pracovniky je
velmi nizké. V Zadném z provedenych klinickych hodnoceni s virem PROSTVAC-V
ani souvisejicimi vakcinami na bazi kravskych neStovic se nevyskytly Zddné ptipady
pienosu na zdravotnické pracovniky.

Nicméné vzhledem k potencidlu ptfenosu kravskych neStovic nebo rekombinantnich
virt kravskych neStovic je potieba, aby se zdravotnické pracovnice, které jsou
téhotné, ¢i pracovnici s koZnim postiZzenim doprovazenym exfoliaci nebo s narusenou
imunitou vyvarovali expozice kontaminovanym obvazim nebo mistim ockovani.
VSichni zdravotnicti pracovnici, ktefi jsou v piimém kontaktu s kontaminovanymi
obvazy nebo s jinymi infekénimi materidly pacientl dcastnicich se studie, dostanou
podrobné pokyny s fadnymi profylaktickymi opatfenimi. Nejkriti¢téjSim preventivnim
opatfenim je fadné zachdzeni s vakcinou a dikladnd hygiena rukou po kazdém
kontaktu s mistem vakcinace nebo s materidly pouzitymi k banddzi. Nevyskytly se
zadné piipady prenosu kontaktem z civilnich piijemciti vakciny na osoby, s nimiZ byli
v kontaktu.

Rekombinantni viry kravskych a ptacich nestovic jsou v sou¢asné dobé
komer¢né dostupné a v Zivotnim prostiedi jsou Siroce distribuovany jako
veterinarni vakciny.

Pii praci s témito vakcinami neni riziko vySs$i nez pri praci s jakoukoli jinou
geneticky neupravenou vakcinou, za zachovani zasad spravné manipulace
s vakcinacni latkou, jak je bliZze specifikovino v Provoznim fadu Klinického
pracovisté (priloha Oznameni). Pfi zachazeni s vakcinou piedstavuje urcité
riziko pouze moznost potrisnéni v pripadé rozbiti ampule nebo poranéni pri
aplikaci vakciny, coZ vsak nesouvisi s genetickou modifikaci GMO.

f) Validované postupy detekce pritomnosti geneticky modifikovanych organismu

Vzhledem k charakteristice GMO (rekombinantni vakcina pro injekéni pouZiti u
lidskych subjektl) je detekce geneticky modifikovanych organismli ve studované
kohorté pacientll a na pracovisti ptipravy injek¢nich ptipravkd na urologické klinice
nerelevantni; nebude tudiZ provadéna.

g) Validované metody a postupy pouzitelné k likvidaci geneticky modifikovanych
organismu a k dekontaminaci zasazZeného prostoru

P1i likvidaci havdrie je potfeba provést (s vyuZitim ochrannych pomiicek) vysuseni
zasazeného prostoru (odpad bude inaktivovan autokldvovanim) a oSetfeni zasaZzeného
prostoru desinfekénim ¢inidlem (SAVO SEKUSEPT active) — desinfekéni chemikalie
jsou ulozeny v pfisluSné ambulanci na viditelném mist¢ u vylevky a oznaceny
,Prostredky k sanaci GMO®. Pokud budou zasaZeny jednotlivé drobné piedméty
v ambulanci, provede se jejich dekontaminace desinfekénimi prostfedky, piipadné
autokldvovéanim.
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V piipad¢ zasazeni pracovnika GMO je potieba provést nezbytnd opatieni — vyplach
ust, nosu, oci ptip. poranéného mista a zabezpecit 1ékaiské oSetieni. Z kazdé havarie
bude vyhotoven pisemny zdznam na predepsaném formulafi (tiskopis uloZen u
vedouciho pracovnika), ktery bude obsahovat:

- datum, ¢as, misto
- popis mimotadné udalosti
kontaminace osob, tinik mimo zdravotnické pracovisté
- zpisob dekontaminace
- vyhodnoceni dekontaminace
- pfijatd opatieni pro zabranéni opakovani

h) Metody izolace prostor a zafizeni zasaZenych havarii, véetné metod kontroly
ucinnosti izolace

Kazdé misto havarie musi byt viditelné¢ oznaceno a pokud mozno fyzicky izolovano.
Opétné zprovoznéni zajisti nékterd z osob zodpovédnych za likvidaci havarie (viz
vyse).

i) Popis a nadkres uloZeni asanacnich prostiedka pouzitelnych k likvidaci
geneticky modifikovanych organismu a dekontaminaci zasazeného prostoru

SAVO, SEKUSEPT active.
Asanacni prostfedky jsou uloZeny v piisluSné ambulanci v hygienickém kouté u
umyvadla nebo vylevky a jsou zfeteln€ oznaceny ,,Prostfedky k sanaci GMO*.

j) Postupy na ochranu zdravi lidi, zviiat, Zivotniho prostiedi a biologické
rozmanitosti v pripadé nezadouciho ovlivnéni vzniklou havarii;

- prvni pomoc pracovnikiim kontaminovanym GMO
- dekontaminace zasaZzeného mista

- vyhodnoceni pfi¢in havérie

- zabranéni opakovani havdrie.

k) Popis postupu zajiSténi nasledného monitoringu prostor a pozemki po
ukonceni asanace

Prostory ambulance, ve kterych je zachdzeno s GMO jako s druhou kategorii rizika
jsou pravideln€ sanovany chemickou dezinfekci, odpady jsou pravidelné likvidovany
predepsanym zpiisobem (chemicky, autokldvovanim, likvidace biologického odpadu
v jednordzovych kontejnerech specializovanou firmou). Odévy pracovnikli jsou
pravideln¢ (minimdln¢ 1x tydn¢€) sanovany specializovanou firmou pro prani
nemocni¢niho a infekéniho pradla a odévi.

Nepredpokladd se zadny zplsob Siteni GMO mimo pracovni prostory ambulance.
Sanace pozemk a zdravotnického zatizeni neni nutna.

1) Uiady nebo osoby, kterym se havarijni plan pfedklada

Ministerstvo Zivotniho prostfedi
Ministerstvo zdravotnictvi
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Hasic¢sky zachranny sbor Olomouckého kraje

Magistrat mésta Olomouc

m) Zpusob vyrozuméni spravnich organi v pripadé havarie
V piipad¢ haviarie budou vyrozumény nésledujici orgény:
Ministerstvo Zivotniho prostfedi

Ministerstvo zdravotnictvi

Ceska inspekce zivotniho prostiedi

Vyrozuméni bude provedeno elektronickou poStou s ndslednym pisemnym
potvrzenim.

n) Vyjadieni odborného poradce, datum podpis.

Autor vypracovaného dokumentu: MUDr. Jaroslav Perni¢ka PhD.

Datum vypracovani dokumentu: 11.11.2011

Vyjadieni odborného poradce:

Souhlasim se znénim havarijniho planu pro uvadeéni geneticky modifikovaného
organismu do Zivotniho prostfedi pro pracovist¢ Fakultni nemocnice Olomouc —
urologickd klinika.

MUDr. Sona Pekova, Ph.D. Datum
(odborny poradce pro praci s GMO)
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Provozni i‘ad pracovisté pro praci s GMO
Pracovisté Fakultni nemocnice Olomouc
Urologicka klinika

a) jméno, popripadé jména, piijmeni, obchodni firmu, misto podnikani a

identifika¢ni cislo, bylo-li piidéleno, opravnéné osoby, je-li fyzickou osobou
opravnénou k podnikani

b) nazev nebo ochodni firmu, sidlo a identifika¢ni ¢islo, bylo-li pridéleno,
opravnéné osoby, je-li pravnickou osobou, jakoz i jméno, popiipadé jména,
prijmeni a adresu bydlisté statutarniho organu opravnéné osoby

Pracovisté:

Urologicka klinika

Fakultni nemocnice Olomouc
IL.P.Pavlova 6

775 20 Olomouc

ICO: 00098892
Statutarni organ:  feditel MUDr. Radomir Maracek

Reditel spole¢nosti: MUDr. Radomir Maracek.
Adresa: Fakultni nemocnice Olomouc
LP.Pavlova 6
775 20 Olomouc

Z¥iizovatel: Ministerstvo zdravotnictvi
Palackého namésti 4, 128 01 Praha 2

¢) jméno, popripadé jména, piijmeni a adresu bydlisté vlastnika budovy nebo
pozemku, pokud neni vlastnik totoZny s opravnénou osobou

nerelevantni

d) jméno, popriipadé jména, piijmeni, adresu bydlisté, Cislo telefonu, popripadé
tez Cislo faxu a adresu electronické posty odoborného poradce

Jméno: MUDr. Sona Pekova, PhD.

Bydlisté: 5. Kvétna 23
Pchery, okr. Kladno
273 08
tel: 732 517 266
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Kontaktni adresa: Laboratof molekuldrni diagnostiky,
Laboratofe CHAMBON, s.r.o.
Evropska 176/16

160 00 Praha 6
2.3.E-mail: pekovas@post.cz
Fax: -

Tel.: 221 985 475

e) kategorii rizika nakladani s geneticky modifikovanym organismem které smi
byt na pracovisti provadéno, jedna-li se o uzavirené nakladani

V predkladané klinické studii se jednd o kategorizaci rizika zachazeni s GMO v
rezimu ,,Uvadéni GMO do Zivotniho prostredi*.

f) jméno, popripadé jména, piijmeni, adresu bydlisté, cislo telefonu, popiipadé
tez Cislo faxu a adresu electronické posty osoby odpovédné za provoz pracovisté

MUDr. Jaroslav Pernicka PhD., primaf urologické kliniky
Tel: 585 853 461

Fax: -

E-mail: pernickaj@fnol.cz

g) charakter, ucel, popis technickych prvki zajiSt'ujicich uzavi'eni prostoru,
pokud se jedna a uzaviené nakladani

Prace s GMO na pracovisti zahrnuji prevzeti dodané vakciny ve zmrazeném stavu, jeji
umisténi v mrazicim boxu -70°C v samostatné mistnosti slouZici tomuto ucelu ve
zdravotnickém zatizeni, déle pfipravu vakciny k aplikaci a vlastni podkoZni podéani
pacientovi v odbérové a aplikacni mistnosti zdravotnického zafizeni. VSechny
mistnosti, v nichZ bude manipulace s GMO probihat, jsou fidn& ozna¢eny ,,PRACE

S GMO*

Pracovisté¢ je koncipovdno svym prostorovym a technickym vybavenim jako
zdravotnické zatizeni pro 1é¢bu pacientil. Je rozdéleno na lizkovou a ambulantni ¢4st
a je v samostatné stojici budove v aredlu Fakultni nemocnice Olomouc. Ambulance je
v samostatném podlazi budovy se zvlastnim vchodem na pracovis$té. Ambulance je
rozdélena na Cast pro zdravotnicky persondl (Satna, denni mistnost, pracovny lékaid,
ptipravna 1€k, odbérovéd/infuzni mistnost) a ¢ast pro pacienty (vysSetiovny, ¢ekdrna).

Vakcina GMO (PROSTVAC-V/F) je uskladnéna v mrazicim boxu, ktery je pouZit
pouze pro tento ucel a tadné, viditelné¢ oznafen ,,GMO materidl“ Mistnost je
uzamykatelnd a pristup je omezen pouze na proSkolené ¢leny tymu, ktefi se podili na
klinickych hodnocenich.
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Vakcinu prebird od kuryrni sluzby pouze proSkoleny pracovnik, ktery ji uloZzi do
mraziciho boxu. K manipulaci pouZziva jednordzové rukavice.

Oznacend pracovni plocha pro piipravu vakciny GMO se v dob¢ piipravy nepouZziva
pro jiny ucel je prekryta jednordzovym krytim a po piipravé je vydesinfikovdna
(SAVO, SEKUSEPT active). Pracovnici pouZivaji pii piipravé jednordzové rukavice,
jednordzovy plast z netkané textilie, jednordzovou rousku, jednordzovou cepici.
Vakcina, kterd je pfipravena kpouziti je ihned vloZzena do pfenosného,
uzaviratelného, nerozbitného kontejneru, urfenému pouze k tomuto tcelu a viditelné
oznaceném ,,GMO Materidl“. Kontejner s vakcinou je uréenym ¢lenem studijniho
tymu pfeddn dalSimu c¢lenu studijniho tymu (zaslepend sestra), ktery ji dopravi do
urc¢ené urologické ambulance k aplikaci pacientovi.

Mistnost uréend pro manipulaci s vakcinou je fddné oznaéena (PRACE S GMO) a
v dobé manipulace s GMO se nepouzivé k jinému ucelu. Pracovni plocha uréend pro
manipulaci s GMO je piekryta jednorazovym krytim a po aplikaci GMO je okamzité
vydesinfikovana (SAVO, SEKUSEPT active). Povéteny, proskoleny Clen studijniho
tymu odlozi kontejner na piipravenou pracovni plochu. Urcend a proskolena sestra,
otevie kontejner, vyjme pfipravenou vakcinu a ihned aplikuje pacientovi. Pfi

manipulaci s GMO pouziva jednordzové rukavice, rousku, ¢epici a jednorazovy plast’.

Misto aplikace vakciny bude piekryto sterilnim krytim a pielepeno. Pacient bude
vybaven dostateénym mnoZstvim sterilniho kryti a néplastmi pro opctovné prekryti
mista vpichu doma a kontejnerem ftadn¢ ozaCenym ,GMO ODPAD* pro
shromazd’ovani kryctho materidlu pouzitého pro prekryti mista vpihu.

Okna v mistnosti urené k naklddani s GMO jsou opatfena sit€émi proti vniknuti
hmyzu. Mistnost je uzamykatelna bezpecnostnimi zamky. Pfistup je omezen pouze na
fadné proskolené ¢leny studijniho tymu.

Mistnosti pro skladovéni, pfipravu a aplikaci vakciny jsou zndzornény na planku
pracovisté: viz priloha 4

h) seznam zavaznych pracovnich postupi (jednotlivé dokumenty jsou uloZeny u
vedouciho pracovist¢)

- Pracovni postupy zdravotnickych ukont (aplikacni postupy apod.)
- Zaznam o likvidaci biologického odpadu
- Zaznam o Skoleni BOZP — uloZen na persondlnim oddéleni nemocnice

- Provozni t4d zdravotnického zatizeni
- Havarijni plén zdravotnického zatizeni

i) seznam pracovniku proskolenych pro praci na pracovisti

MUDr. Jaroslav Pernicka PhD.
MUDr. Sarka Kudlackova
Karla Krejcifikova
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j) vycet a priblizné mnozstvi geneticky modifikovanych organismii, se kterymi
bude na pracovisti nakladano

Na pracovisti jsou pouzivany dva typy geneticky modifikovanych organismii:
e PROSTVAC-V (rekombinantni virus lidskych neStovic), jedna predplnéna
injekce 0,5 ml /pacient/ navSstéva
e PROSTVAC-F (rekombinantni virus ptacich neStovic), jedna predplnéna
injekce 0,5 ml /pacient/ navstéva

V centru klinického hodnoceni Fakultni nemocnice Olomouc se piedpokladé zatazeni
asi 10 pacientl v priibéhu 1,5 ro¢niho zatazovaciho obdobi.

k) organiza¢ni a technologické zabezpeceni pracovisté
Pracovisté je pro praci s GMO vybaveno ndsledovné:

- osobnimi ochrannymi pracovnimi prosttedky (plasté, rukavice, rousky, cepice)
- zdkladnimi prostfedky pro poskytnuti prvni pomoci (desinfekce, obvaz, néaplast)
- prostfedky pro likvidaci havérie (SAVO, SEKUSEPT active).

- omyvatelnymi pracovnimi stoly

- ptivodem teplé a studené vody

- vstupy jsou opatieny napisy ,,Price s GMO

- havarijnim planem pro praci s GMO

- provoznim fadem pracoviste pro praci s GMO

1) opatieni pro piipad havarie a pozaru, v€etné havarijniho planu podle §20

Havarijni plan je vypracovan pro geneticky modifikovany organismus PROSTVAC
V/F. Je vyvésen v mistnosti ur¢ené k praci s GMP. Pozarni fad pracovisté je vyveésen
na viditelném misté€ a plati i pro oblast, kde se pracuje s GMO.

m) povinnosti pracovniki pri praci (dodrzovani pracovnich postupi, postup
sanitace prostoru a zafiizeni po ukonceni pracovni ¢innosti, postup
dekontaminace nastroji, osobnich ochrannych prostiredku a odévi

Pracovnici jsou povinni postupovat v souladu se smérnicemi pro praci s GMO — tzn.
fidit se ,,Provoznim fddem pro praci s GMO*, pfip. ,,Havarijnim planem pro praci
s GMO*. Je poZzadovdno minimalizovat moZnost kontaminace pracovniki GMO pfi
vSech pracovnich postupech.

Povinnosti pracovnikii pri prdci:
1. veSkery materidl obsahujici GMO musi byt fddn¢ oznaceny.
2. osoby pracujici s GMO musi vést zdznam o praci a piedlozit jej na vyzadani
odbornému poradci.
3. veskery odpadni materidl musi byt inaktivovdn pfedepsanym zplsobem —
chemickou desinfekci a poté likvidovdn jako zvlast nebezpecny biologicky
odpad zdravotnického pracovisté specializovanou firmou.
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4. pracovnici jsou povinni hlésit vSechny zavady. V pfipadé€ havdrie jsou povinni
postupovat podle ,,Havarijniho planu®, vC€etné¢ vyplnéni formulaie ,,Oznadmeni
o vzniku mimotfddné udalosti‘.

5. pracovnici jsou povinni dodrzovat piedepsané pracovni postupy. Jsou povinni
postupovat v souladu s vyvéSenym provoznim fadem.

6. pfi praci s geneticky modifikovanym PROSTVAC V/F musi pracovnici
pouZivat osobni ochranné pomicky.

7. dekontaminace a sanitace prostoru a zafizeni probihd v pravidelnych
intervalech vsouladu s Provoznim fiddem zdravotnického pracovisté
(dezinfek¢ni plan, specializovand uklidova sluzba, spotfebni materidl na
jednorazové pouZiti, dekontaminace chemicka, dekontaminace
autoklavovanim).

n) systém a Cetnost kontrol prostoru, zarizeni a ochrannych opatieni

Kontroly piitomnosti (resp. nepfitomnosti) GMO na pracovisti nejsou proveditelné
vzhledem k povaze GMO.

0) povinnosti pracovniku p¥i udrzbé zarizeni
irelevantni

p) zasady hygieny a bezpecnosti prace v souladu s ustanovenim zvlastnich
pravnich predpist

- kontakt s GMO je nutné omezit na nejmensi mozZnou miru (dopravovat vakcinu
GMO k aplikaci a aplikovat opatrné€ v ochrannych pomuckach).

- pouzivat pfedepsané ochranné pomucky.

- ve zdravotnickém zafizeni jist a pit na ur€enych mistech.

- jednordazové ochranné pomucky (plast, rukavice, rousku, cepici) svléknout
okamzit¢ po aplikaci vakciny pacientovi a ulozit do pfipraveného, GMO
kontejneru.

- v piipadé potieby pouZzit prostfedky pro prvni pomoc uloZené na zdravotnickém
zatizeni na ptislusném miste.

q) zpisob nakladani s odpady a kontaminovanymi materidly a piedméty,
zejména postupy zneskodnéni geneticky modifikovaného organismu a zpusob
kontroly jejich ti¢innosti

Pouzitad stiikacka s jehlou, v niz byla vakcina, je okamzité aplikaci odloZzena do
specidlniho jednordzového pevné uzaviratelného kontejneru pro zvlast' nebezpecny
biologicky odpad, ktery je viditeln¢ oznacen ,,GMO ODPAD*.

Jednorazové kryti pracovni plochy, prostiedky pouzité k sanaci prostiedi, jednordazové
rukavice, jednorazovy plast’, ¢epice a rouska jsou okamZité po sanaci pracovni plochy
odlozeny do pfipraveného vaku pro zvlast nebezpecny biologicky odpad, ktery je
viditeln¢ oznacen ,,GMO odpad
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Odpadni kontejner a vak jsou skladovany v uréené mistnosti aZ do doby svozu odpadu
(jednou tydné) k likvidaci specializovanou firmou.

Vsechen materidl bude pacient shromazd’ovat v boxu ktomu ureném a fadné
oznaceném (GMO ODPAD). Tento box vrati pii nejblizsi navstéve (nejdéle zal4 dni-
1 mésic) do centra klinického hodnoceni, kde bude box ulozen do GMO odpadu, poté
bude zlikvidovéan pfedepsanym zptisobem.

r) seznam osobnich ochrannych pracovnich prostiedkii a dalSich pomiicek, které
stanovi zaméstnavatel v souladu se zvlaStnim pravnim predpisem, s uvedenim
¢innosti, ke kterym musi byt pouzivany

Pti praci s GMO je nutné pouZzivat ndsledujici ochranné pomucky

- jednorazové rukavice
- jednorazovy plast, rouska, Cepice

s) zakazané ¢innosti na pracovisti
- je zakazano v mist¢ aplikace GMO jist, pit

t) zasady vedeni evidence o provozu zarizeni, provadéné sanitaci a kontrolach
zabezpecovacich prvki

Kazdy pracovnik je povinen vést protokol o praci s GMO v piisluSném sesite.

u) opati‘eni k zabranéni vstupu nepovolanych osob

V prostoru aplikace vakciny GMO se mohou pohybovat pouze osoby k tomu urcené.
Tento je zabezpecCen bezpecnostnim zamkem. Prostor nemocnice je monitorovan 24h
bezpecnostni sluzbou.

v) irelevantni

w) udaj o piipadném ¢asovém omezeni platnosti provozniho iadu.

Platnost provozniho fddu je omezena na dobu trvdni klinického hodnoceni BNIT-
PRV-301.

Provozni fad vypracoval:

MUDr. Jaroslav Pernic¢ka PhD.

Vyjadieni odborného poradce:

Souhlasim se znénim provozniho fddu pro pracovisté Fakultni nemocnice Olomouc —
urologickad klinika
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MUDr. Sona Pekova, Ph.D. Datum
(odborny poradce pro praci s GMO)
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Legenda k planu pracovisté:
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