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OBLIKA POVZETKA INFORMACIJ PRIJAVE ZA SPROŠČANJE GENSKO SPREMENJENIH ORGANIZMOV, RAZEN VIŠJIH RASTLIN, V SKLADU Z 11. ČLENOM DIREKTIVE 2001/18/ES

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

A. Splošne informacije
A. General information

1. Podrobnosti prijave
1. Details of notification

	(a) Država članica prijave                             Slovenija…
Member State of notification


…



	(b) Številka prijave                                                B/SI/25/02
Notification number








	(c) Datum potrditve prijave
                               ../../….
Date of acknowledgement of notification
   ../../….



	(d) Naslov projekta                               Klinična študija za določitev terapevtske učinkovitosti URBAGENa pri zdravljenju sindroma CTNNB1
Title of the project


 …



	(e) Predvideno obdobje sproščanja

Od 1/9.2025./ (Q4/2025)…. do .1./9/2035./(Q4/20235)….
Proposed period of release


From ../../…. until  ../../….




2. Prijavitelj

2. Notifier

	Ime ustanove ali podjetja:

Univerzitetni klinični center Ljubljana, Pediatrična klinika, Slovenija…
Name of institution or company:

…




3. Značilnosti GSO
3. GMO characterisation


	(a) Navedite, ali je GSO:

(a) Indicate whether the GMO is a:

Viroid

              (.)
viroid


 (.)

RNK virus

(.)

RNA virus

(.)

DNK virus

(x)
DNA virus

(.)

Bakterija 

(.)
bacterium 

(.)
Gliva 


(.)

fungus 


(.)
Žival

animal
- sesalec 

(.)
- mammals 

(.)

- žuželka

(.)
- insect


(.)

- riba


(.)
- fish


(.)
- ostale živali; 
(.) 

- other animal

(.)
drugo, določite (kraljestvo, vrsto in razred)
              …
specify phylum, class

…

	(b) Identiteta GSO (rod in vrsta)


… URBAGEN (AAV9-CTNNB1); Rod: Dependoparvovirus; Vrsta: Adenovirusu pridruženi virus serotipa 9, rekombinanten klnični vektor, ki vsebuje človeški gen CTNNB1
(b) Identity of the GMO (genus and species)


…



	(c) Genska stabilnost – glede na Prilogo IIIa, II, A(10)


Urbagen vsebuje spremembe v proteinih kapside, zaradi česar AAV9 s svojo vezavo na N-končno galaktozo izkazujejo večji tropizem do celic živčnega tkiva. AAV9 (zaporedje med domenami ITR) se po infekciji celic lahko vgradijo trajno na človeški lokus AAVS1 na kromosomu 19, vendar največkrat preidejo v latentno episomalno obliko. AAV9 se brez prisotnosti helper virusov ne morejo razmoževati in rekombinirati. Rekombinantni klnični vektor AAV9 je bil uporabljen za ustvaritev GSO AAV9-CTNNB1, ki je genetsko stabilen. 
(c) Genetic stability – according to Annex IIIa, II, A(10)


…


4. Je enako sproščanje GSO predvideno drugod v Skupnosti (skladno s členom 6(1)),istega prijavitelja?
4. Is the same GMO release planned elsewhere in the Community (in conformity with Article 6(1)), by the same notifier?
	Da
(.)
Yes
(.)
	Ne
(x.)
No
(.)

	Če da, vstavite kodo(e) držav(e): 
…
If yes, insert the country code(s)
…


5. Je bil  enak GSO prijavljen za sproščanje drugod v Skupnosti, istega prijavitelja?

5. Has the same GMO been notified for release elsewhere in the Community by the same notifier?
	Da
(.)
Yes
(.)
	Ne
(x)

No
(.)

	Če da:

If yes:
- Država članica prijave

…
- Member State of notification

…

- Številka prijave


B/../../…
- Notification number


B/../../…

	


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

6.
Has the same GMO been notified for release or placing on the market outside the Community by the same or other notifier?

	Da
(.)
Yes
(.)
	Ne
(x)

No
(.)


	Če da:

If yes:
- Država članica prijave

…
- Member State of notification

…

- Številka prijave


B/../../…
- Notification number


B/../../…


7.  Povzetek možnih vplivov na okolje zaradi sproščanja GSO
7.
Summary of the potential environmental impact of the release of the GMOs.

	
Klinična študija zdravila AAV9-CTNNB1 so namenjena zdravljenju pediatričnih bolnikov s potrjeno diagnozo sindroma CTNNB1 v okviru klinične študije GAIN-CTNNB1. GSO je bil pripravljen v skladu s pogoji dobre proizvodne prakse (GMP) in podvržen številnim ocenam varnosti in učinkovitosti in vitro ter in vivo. Analize kakovosti AAV9-CTNNB1 so pokazale odsotnost plazmidov, ki omogočajo pakiranje in replikacijo, kar kaže na odsotnost pomožnih virusov. Glavno okoljsko tveganje, ki ga predstavlja GSO, je potencialno razmnoževanje in okužba neželenih organizmov (vretenčarjev); vendar se AAV9 ne more replicirati ali rekombinirati v odsotnosti divjega tipa AAV in pomožnih virusov (npr. herpesvirusov, virusa psevdostekline itd.). Da bi prišlo do takšne rekombinacije, bi moral biti organizem okužen z vsemi temi virusi, kar je izjemno malo verjetno. AAV9-CTNNB1 tudi ne vsebuje genov rep in cap, ki sta potrebna za replikacijo virusa. GSO je po okužbi najpogosteje prisoten le v latentni episomalni obliki. Ocenjuje se, da ima divji tip AAV zelo nizko verjetnost integracije v genom (pod 0,1 %), in sicer v predvidene lokuse AAVS1 (Deyle et al. 2010; MycCarty et al. 2004), zato je tveganje za kancerogenezo zelo nizko. Transgen, ki ga vsebuje GSO, je tudi netoksičen, kar je bilo dokazano v nekliničnih študijah. Široka seroprevalenca širše populacije, kar pomeni prisotnost nevtralizirajočih protiteles pri posameznikih, lahko omeji aktivnost AAV9 pri nenamernih prejemnikih, saj lahko ta protitelesa zavrejo delovanje GSO ob nenamerni izpostavljenosti. Okuženi posamezniki lahko izločajo GSO s telesnimi tekočinami, vendar v izjemno nizkih ravneh, ki prav tako ne predstavljajo tveganja za okolje, saj se GSO bolnikom v klinični študiji daje z intracerebroventrikularno injekcijo, tako da bi bilo izločanje GSO omejeno na zelo nizke odmerke. Naši podatki iz predkliničnih študij o biološki porazdelitvi so pokazali približno 10.000-kratni upad AAV9-CTNNB1 v urinu živali. Ocenjuje se, da se manj kot 0,001 % intravensko apliciranega AAV lahko izloči s telesnimi tekočinami bolnikov (Fleishman, 2023). GSO je zelo občutljiv na temperaturne spremembe, zlasti na višje temperature (nad 4 °C) in UV-svetlobo, zaradi katerih se kužnost virusa hitro zmanjša. Običajno se za inaktivacijo AAV9 uporablja varekina (priporočila Rutgers Environmental Health and Safety za AAV). Delovna mesta, kjer se uporablja, in potencialno onesnažena območja bodo ustrezno razkužena, da se prepreči nenamerna izpostavljenost URBAGENU, saj bo injiciranje URBAGENA bolniku opravljeno v operacijski sobi. Predvideva se tudi, da URBAGEN ne bo prišel v neposreden stik z okoljem, saj bo človeško telo delovalo kot prva ovira. Posledično tako GSO URBAGEN ne predstavlja tveganja za okolje in na podlagi trenutnih podatkov ne predstavlja tveganja za ljudi ali živali.



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

B. Information relating to the recipient or parental organism from which the GMO is derived
1. Značilnosti prejemnega ali starševskega organizma:
1. Recipient or parental organism characterisation:
	(a) Navedite, ali je prejemni ali starševski organizem:

(a) Indicate whether the recipient or parental organism is a:

(izberite samo enega)

(select one only)

Viroid

              (.)
viroid


 (.)

RNK virus

(.)

RNA virus

(.)

DNK virus

(x)
DNA virus

(.)

Bakterija 

(.)
bacterium 

(.)
Gliva 


(.)

fungus 


(.)
Žival

animal
- sesalec 

(.)
- mammals 

(.)

- žuželka

(.)
- insect


(.)

- riba


(.)
- fish


(.)
- ostale živali; 
(.) 

določite vrsto, razred
              …
- other animal

(.)

(specify phylum, class) 
              …
drugo, določite           …
other, specify

…


	


2. Ime

2. Name
	(i) red in/ali višja sistematska kategorija (za živali) 
Piccovirales…
(i) order and/or higher taxon (for animals)
…

	(ii) rod  
Dependoparvovirus…
(ii) genus
…

	(iii) vrsta 
Adenovirusu pridruženi virus            …
(iii) species

…

	(iv) podvrsta 
…
(v) subspecies
…

	(vi) sev 
           serotip 9…
(iv) strain
              …

	(v) patovar (biotip, ekotip, pasma, itd.) 
…
(vii) pathovar (biotype, ecotype, race, etc.)
…

	(viii) domače ime 
Adenovirusu pridruženi virus serotipa 9…

(vi) common name
…


3. Geografska razširjenost organizma

3. Geographical distribution of the organism
	(a) Avtohton ali kako drugače dokazan v državi prijave:

(a)
Indigenous to, or otherwise established in, the country where the notification is made:
            Da         (x)                   Ne         (.)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)

	(b) Avtohton ali kako drugače dokazan v drugih državah ES:

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


(x)

(i)
Yes


(.)

Če da, navedite tip ekosistema, v katerem se nahaja:

If yes, indicate the type of ecosystem in which it is found:
Omenjen prejemni organizem je rekombinantni klinični vektor, uporabljen za različne genske terapije in vivo, divji tip AAV9 pa je razširjen po celem svetu (endemično). Približno 50 do 80 % evropske človeške populacije je seropozitivnih na vsaj en serotip AAV.
Atlantski
..x
(Atlantic
..)
Sredozemski
..x
(Mediteranean
..)
Arktičen 
..x
(Boreal

..)
Alpski
            ..x
(Alpine

..)
Celinski
..x
(Continental
..)
Makaroneški 
..x
(Macaronesian
..)
(ii) Ne

(.)
(ii)
No

(.)
(iii) Ni znano
(.)
(iii)
Not known
(.)


	(c) Se pogosto uporablja v državi prijave?

(c)
Is it frequently used in the country where the notification is made?

Da
(.)                                        Ne
()

              Yes
(.)                                                 No
(.)


	Ni relevantno
(d) Se pogosto goji v državi prijave?

(d) Is it frequently kept in the country where the notification is made?
Da
(.)                                        Ne
()

              Yes
(.)                                                 No
(.)



Ni relevantno

4. Naravni habitat organizma
4. Natural habitat of the organism
	(a) Če je organizem mikroorganizem

(a) If the organism is a microorganism

voda(water)



   

                       (.)
zemlja, prostoživeči(soil, free-living) 




(.)
zemlja, v povezavi z rastlinskimi koreninskimi sistemi(soil in association with plant-root systems)


                                                                                   (.)
v povezavi z rastlinskimi sistemi listov/stebel(in association with plant leaf/stem systems) 



                                                                          
(.)
drugo, določite(other, specify)

Divji tip AAV9 so izolirali iz velikega števila ljudi, vendar gre pri naši prijavi GSO  (URBAGEN) za rekombinantni klinični vektor, ki se ga proizvede v laboratorijskem okolju in se ga uporablja za gensko terapijo.…

	(b) Če je organizem žival: naravni habitat ali običajen kmetijski ekosistem

(b) If the organism is an animal: natural habitat or usual agroecosystem:
                     
…

Ni relevantno




5.(a) Metode odkrivanja

5.(a) Detection techniques
Izolacija nukleinskih kislin, sekveniranje DNA, ddPCR, qPCR, specifična imunodetekcija posameznih komponent kapsidnih proteinov VP1, VP2 in VP3. Sonde so specifične na CTNNB1 gen.
	                     
…




5.(b) Metode identifikacije

5.(b) Identification techniques
	Izolacija nukleinskih kislin, sekveniranje DNA, ddPCR, qPCR, specifična imunodetekcija posameznih komponent kapsidnih proteinov VP1, VP2 in VP3. Sonde so specifične na CTNNB1 gen.


6. Je prejemni organizem uvrščen na osnovi obstoječih pravil Skupnosti glede varovanja zdravja ljudi in/ali okolja?

6. Is the recipient organism classified under existing Community rules relating to the protection of human health and/or the environment?
	Da
(.)
Yes
(.)
	Ne
(x)

No
(.)

	Če da, opredelite: 
…
If yes, specify
…


7. Je prejemni organizem značilno patogen ali škodljiv na kakršen koli drug način (vključno z zunajceličnimi produkti), živ ali mrtev?

7. Is the recipient organism significantly pathogenic or harmful in any other way (including its extracellular products), either living or dead?
            Da         (.)                   Ne         (x)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
Divji tip AAV ni patogen in ni bil razvrščen v skladu z Direktivo 2000/54/ES Evropskega parlamenta in Sveta z dne 18. septembra 2000 o varovanju delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti biološkim dejavnikom pri delu. AAV nima znanih patogenih učinkov. Posledično AAV izpolnjuje opredelitev biološkega dejavnika skupine tveganja 1 v skladu z Direktivo 2000/54/ES (biološki dejavnik, ki verjetno ne bo povzročil bolezni pri ljudeh).
	Če da:

If yes:
(a) katerim izmed naslednjih organizmov:
(a) to which of the following organisms: 
ljudje( humans)   
(.)
živali(animals)   
(.)
rastline(plants)   
(.)
drugo(other)       
(.)

	(b) posredujte ustrezne informacije, navedene v Prilogi III A, točka II. (A)(l l)(d) Direktive 2001/18/EC

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

Pri delu z virusom AAV9 bi potencialno tveganje predstavljala replikacija virusa, vendar gre za replikativno nezmožen virus (ni prisoten helper virus, kar je QC analiza tudi potrdila). Do replikaciji bi teoretično lahko prišlo, če bi oseba, ki bi se okužila z AAV9-CTNNB1 bila tudi okužena z adenovirusom ali katerim drugim virusom, ki deluje kot helper virus, ampak zaenkrat ni podatkov, da bi AAV9 povzročali klinično zaznavno bolezen pri ljudeh in živalih, se pa dogajajo okužbe ljudi z različnimi serotipi AAV. Posledično tako veliko ljudi (do 80%) lahko vsebuje nevtralizirajoča se protitelesa proti AAV, kar lahko onemogoči učinkovito gensko terapijo z AAV9 virusnimi vektorji. Tveganje, ki ga predstavljajo AAV9 so vezani na opisane primere v literature in so neposredna posledica injiciranja AAV9 v organizem. Za AAV9 so znani opisani primeri toksičnosti ganglijev dorzalnih korenov živcev, hepatotoksičnost, splošna imunska preobčutljivost na AAV9, trombocitična mikroangiopatija kot posledica močne aktivacije sistema komplementa v telesu. Določeni raziskovalni članki poročajo o posledicah poškodbe krvno-možganske bariere zaradi neposrednega vnosa AAV9 v možgane. AAV9 se v glavnem nahaja v episomalni obliki znotraj celic, stopnja genomske integracije je izjemno nizka in je predviljiva na lokus AAVS1 kromosoma 19. Znotraj preverjanje učinkovitosti, toksičnosti in biodistribucije smo dokazali, da transgen CTNNB1, ki se izraža iz AAV9 ne predstavlja tveganja. Izvedene dolgotrajne toksikološke študije na glodavcih niso pokazale škodljivih učinkov, RNAseq prav tako ni pokazal nobenih aktivacij onkogenov ali supresije tumor supresorskih genov. Na osnovi podatkov in priporočil EMA (ICH guideline S12 on nonclinical biodistribution considerations for gene therapy products) smo izvedli (deloma tudi GLP študije) študije toksičnosti in biodistribucije in vivo, pri katerem smo uporabljali dve živalski vrsti, pri kateri ena vrsta ni bila glodavec. Nobenih toksičnih odstopanj nismo opazili, raziskave biodistribucije pa nakazujejo na široko razširjenost AAV9-CTNNB1 (določeno z ddPCR, kjer začetni oligonukleotidi specifično nalegajo na transgen in določeno ITR regijo) v vseh tkivih poskusne živali kljub direktni intraventrikularni aplikaciji URBAGENA. V AAV9-CTNNB1 je ostanek divjega tipa 9 le regija ITR, ki omogoča pakiranje transgena v vektor.

…




8. Informacije o razmnoževanju
8. Information concerning reproduction
	(a) Generacijski čas v naravnih ekosistemih: AAV9-CTNNB1 se ne more razmnoževati, saj mu manjkajo za to ključni geni rep in cap. V naravi je razmnoževanje divjega tipa AAV9 odvisno torej od prisotnosti helper virusov, in lahko traja od 48h pa do nekaj tednov. 
(a) Generation time in natural ecosystems:

                 ...

	(b) Generacijski čas v ekosistemih, kjer se bo izvajalo sproščanje

(b) Generation time in the ecosystem where the release will take place: ni relevantno
                 ...

	(c) Način razmnoževanja: 
Spolno

..

Nespolono ..x
(c) Way of reproduction:

Sexual

..

Asexual
..


	(c) Dejavniki, ki vplivajo na razmnoževanje

(c) Factors affecting reproduction:

Prisotnost helper virusa je glavni faktor, ki pogojuje razmnoževanje AAV9..…


9. Sposobnost preživetja

9. Survivability
	(a) sposobnost tvorbe struktur, ki povečujejo možnosti preživetja ali mirovanja:
(a) ability to form structures enhancing survival or dormancy:
(i) endospore(endospores)


(.)
(ii) ciste (cysts)         


            (.)
(iii) sklerociji (sclerotia) 


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


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


(.)
(vi) jajčeca (eggs) 


(.)
(vii) bube (pupae) 


(.)
(viii) ličinke (larvae) 


(.)
(ix) drugo, določite (other, specify)

po infekciji ostane latentno v celici v episomalni obliki…

	(b) pomembni dejavniki, ki vplivajo na sposobnost preživetja: Ponovno, na sposobnost preživetja vpliva prisotnost helper virusov. Načeloma so AAV9 izjemno občutljivi na spremembo temperature in UV svetlobo. Hitro ga inaktivirajo različni dezinficiensi (npr.10% Na-hipoklorit), periacetna kislina (Rutgers Enviromental Health and Safety Recomendations on AAV). Rekombinantni AAV prav tako hitro razpadajo v okolju, npr. določena je 7-dnevna razpolovna doba AAV virionov v vodah (Fleishman, 2023)
(b) relevant factors affecting survivability:




10(a) Načini razširjanja Natančna pot razširjenja še ni opisana, vendar se smatra, da so glavni načini prenosa možni preko neposrednega stika (vnos virusa v sluznice, fekalno-oralna pot, zaužitje ipd) ter z aerosolom-inhalacija (Baldo in sod.2013).
     (a) Ways of dissemination
	                 ...


   (b) Dejavniki, ki vplivajo na razširjanje Prisotnost helper virusa, odmerek virusa, morebitna tvorba aerosolov (bližina inficirane osebe).
    (b)Factors affecting dissemination
	                 ...


11. Predhodne genske spremembe prejemnika ali starševskega organizma, ki so že prijavljene za  sproščanje v državi prijave (navedite številko prijave) …, B/../../…ni relevantno
11. Previous genetic modifications of the recipient or parental organism already notified for release in the country where the notification is made (give notification numbers)


…, B/../../…
C. Informacije o genskem spreminjanju

C. Information relating to the genetic modification
1. Vrsta genske spremembe

1. Type of the genetic modification
	(i) vnos genetskega materiala (insertion of genetic material)

            (x)
(ii) odstranitev genetskega materiala (deletion of genetic materia) 

(x)
(iii) zamenjava baz (base substitution) 

                                               (.)
(iv) fuzija celic (cell fusion) 

                                                           (.)
(v) drugo, določite (others, specify) 

…


2. Predviden rezultat genske spremembe

2. Intended outcome of the genetic modification


AAV9-CTNNB1 (Urbagen) je ssDNA virus, pri katerem gre za rekombinantni klinični vektor za dostavo DNA segmenta, ki se nahaja med domenami ITR (edini ostanek divjega tipa AAV9). Transgen je sestavljen iz CBh promotorja, človeškega gena CTNNB1 z dodatnimi regulatornimi regijami (del 2.introna, 5UTR regija ter miRNA vezavna mesta za povečanje varnosti in učinkovitosti terapije) in poliadenilacijskim signalom. GSO je namenjen enojni kirurški intracerebroventrikularni aplikaciji pedaitričnim pacientom (2-12 let) znotraj klinične študije. Urbagen se ne more razmnoževati in rekombinirat. …

3 (a) Je bil v procesu spreminjanja uporabljen vektor?

3.(a) Has a vector been used in the process of modification?

	Da
(x)
Yes
(.)
	Ne
(.)

No
(.)

	Če ne, pojdite k vprašanju 5.

If no, go straight to question 5.


3(b) Če da, je vektor v spremenjenem organizmu prisoten v celoti ali delno?
3 (b) If yes, is the vector wholly or partially present in the modified organism?
	Da
(x)
Yes
(.)
	Ne
(.)

No
(.)

	Če ne, pojdite k vprašanju 5.

If no, go straight to question 5.


4. Če je odgovor na vprašanje 3(b) pritrdilen, posredujte naslednje informacije

4. If the answer to 3(b) is yes, supply the following information
	(a) Vrsta vektorja

(a) Type of vect
plazmid (plasmid)

(x)
bakteriofag (bacteriophage) 
(.)
virus (virus) 


(.)
kozmid (cosmid) 

(.)
transpozicijski element(transposable element)
(.)
drugo, opredelite (others, specify) 

…

	(b) Identiteta vektorja

(b) Identity of the vector

Vektor AAV9-CTNNB1 je proizveden pod pogoji GMP, pridobljen s PEI osnovano kotransfekcijo celic HEK293 Pro10TM z naslednjimi plazmidi (prav tako proizvedeni pod pogoji GMP): pTR_KAN.CTNNB1 (transgen vstavljen med ITR: CbH, CTNNB1, miRNA vezavna mesta, polyA), Rep2/Cap9 plazmidom pGSK2/9 in Adeno Helper pXX680. 
…

	(c) Gostiteljsko območje za vektor

(c) Host range of the vector


Človeške celice HEK293 Pro10TM …

	(d) Prisotnost zaporedij v vektorju, ki mu dajejo selekcijski ali identifikacijski fenotip

(d) Presence in the vector of sequences giving a selectable or identifiable phenotype
Da
(x)                                       Ne (.)

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

(x)
antibiotic resistance
drugo, določite (others, specify) 

…

Navedite kateri gen odpornosti na antibiotike je vnesen V AAV9-CTNNB1 virusnem vektorju sicer ni nobenega gena za antibiotično rezistenco, je pa na plazmidu, ki se je uporabljal za proizvodnjo AAV9-CTNNB1 kanamicinska rezistenca.
Indication of which antibiotic resistance gene is inserted


…

	(e) Sestavni deli vektorja pTR_KAN.CTNNB1 (transgen vstavljen med ITR: CbH, CTNNB1, miRNA vezavna mesta, polyA), Rep2/Cap9 plazmidom pGSK2/9 in Adeno Helper pXX680
(e) Constituent fragments of the vector



…

	(f) Metoda vnosa vektorja v prejemni organizem

(f) Method for introducing the vector into the recipient organism
(i) transformacija (transformation) 

(.)
(ii) elektroporacija (electroporation)

(.)
(iii) makroinjiciranje (macroinjection)

(.)
(iv) mikroinjiciranje (microinjection)

(.)
(v) infekcija (infection)                 

(.)
(vi) drugo, opredelite (others, specify) 

transfekcija…


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

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

(.)
(ii) mikroinjiciranje (microinjection)

(.)
(iii) mikroinkapsulacija (microencapsulation) 
(.)
(iv) makroinjiciranje (microinjection)

(.)
(v) drugo, opredelite (others, specify) 

…



6. Sestava vključka

6.Composition of the insert
	(a) Sestava vključka Vključek predstavlja promotor CBh s človeškim genom (cDNA) CTNNB1 z določenimi pripadajočimi regulatornimi sekvencami ter sintetičnim polyA zaporedjem.
(a) Composition of the insert



…

	

	(b) Izvor vsakega sestavnega dela vključka
- 5' in 3' ITR (vir AAV9)

- miRNA (vir: človek)

- BGH polyA (vir: govedo)

-5' UTR CTNNB1 (vir: človek)
- ' in 3' zaporedje introna 2 človeškega gena CTNNB1 (vir: človek)

- gen CTNNB1 (vir: človek)

- CBh promotor (vir: piščanec)
- CBh promotor (vir: citomegalovirus)
(b) Source of each constituent part of the insert



…

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


- 5' in 3' ITR (vir AAV9): aporedje ITR (inverted terminal repeats), ki omogoča pakiranje DNA in nastanek virionov

- miRNA (vir: človek): vezavna mesta za mikroRNA, ki onemogočajo izražanje transgena v jetrih in ganglijih dorzalnih korenov živcev in na ta način povečuje varnsot terapije

- BGH polyA (vir: govedo): poliadenilacijski signal gena bovinega rastnega hormona za končanje transkripcije transgena

-5' UTR CTNNB1 (vir: človek): zaporedje 5' UTR človeškega gena CTNNB1 za povečano izražanje transgena

- ' in 3' zaporedje introna 2 človeškega gena CTNNB1 (vir: človek): zaporedje introna 2 človeškega gena CTNNB1 za uravnavano izražanje transgena

- gen CTNNB1 (vir: človek): cDNA zaporedje človeškega gena CTNNB1 za izražanje proteina beta-katenin v transduciranih celicah

- CBh promotor (vir: piščanec): zaporedje osrednjega dela promotorja za kontrolo izražanja transgena

- CBh promotor (vir: citomegalovirus): zaporedje ojačevalca v promotorju za kontrolo izražanja transgena

…

	(d) Lokacija vključka v gostiteljskem organizmu

(d) Location of the insert in the host organism
- na prostem plazmidu
(.)


- on a free plasmid
- vključen v kromosom
(.)
- integrated in the chromosome
- drugo, določite (others, specify) 

Vključek predstavlja celoten genom AAV9-CTNNB1 med regijami ITR.. V gostiteljski celici bo vključek najverjetneje episomalno.…

	(e) Ali vključek vsebuje dele, katerih produkti ali delovanje so nepoznani?

(e) Does the insert contain parts whose product or function are not known?
Da
(.)                                       Ne (x)

                            Yes
(.)                                                No
  (.)
Če da, opredelite

If yes, specify


…


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

D. Information on the organism(s) from which the insert is derived
1. Navedite, ali je:

1. Indicate whether it is a:

	Viroid
(viroid)
                       (.)
RNK virus (RNA virus)

(.)

DNK virus (DNA virus)
(.)
Bakterija (bacterium) 

(.)
Gliva (fungus)   

(.)

Žival (animal)

- sesalec (mammals) 

(x)
- žuželka (insect)

(.)
- riba (fish)


(.)
- druga žival (other animal)
(.) 

določite vrsto, razred (specify phylum, class)
              …
Drugo, določite (others, specify) 

…


2. Popolno ime

2. Complete name
	(i) red in/ali višja sistematska kategorija (za živali) 
…Primati
(ii)order and/or higher taxon (for animals)
…

	(ii)družina (za rastline)  
…

(ii)family name for plants
…

	(iii)rod  
Homo…

(iii)genus
…

	(iv)vrsta 
Homo sapiens            …

(iv)species

…

	(v)podvrsta 
Homo sapiens sapiens…

(v)subspecies
…

	(vi)sev 
           …

(vi)strain
              …

	(vii) sorta/linija križanja
…
(vii) cultivar/breeding line
…

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

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

	(ix)domače ime 
človek…

(ix)common name
…


3. Je organizem značilno patogen ali škodljiv na kakršen koli drug način (vključno z zunajceličnimi produkti), živ ali mrtev?

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


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
	Če je, opredelite naslednje 

If yes, specify the following:
(a) katerim izmed naslednjih organizmov:

(a) to which of the following organisms: 

ljudje( humans)   
(.)

živali(animals)   
(.)

rastline(plants)   
(.)

drugo(other)       
(.)

	(d) so darovana zaporedja kakor koli vključena v patogene ali škodljive lastnosti organizma?

(b)
are the donated sequences involved in any way to the pathogenic or harmful properties of the organism
            Da         (.)                   Ne         (x)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)


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



…


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

4.
Is the donor organism classified under existing Community rules relating to the protection of human health and the environment, such as Directive 90/679/EEC on the protection of workers from risks to exposure to biological agents at work?
            Da         (.)                   Ne         (x)


Yes
(.)

No
(.)
	Če da, opredelite

If yes, specify



…


5. Si donorski in prejemni organizem izmenjujeta genski material po naravni poti?Ni relevantno, saj je izmenjava genetskega materiala (gen CTNNB1) med AAV9 in človekom.
5. Do the donor and recipient organism exchange genetic material naturally?
            Da         (.)                   Ne         (.)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
E. Informacije o gensko spremenjenem organizmu

E. Information relating to the genetically modified organism
1. Genske lastnosti in fenotipske značilnosti prejemnega ali starševskega organizma, ki so bile spremenjene kot rezultat genske spremembe

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

	(a) se GSO razlikuje od prejemnika glede sposobnosti preživetja?

(a)
is the GMO different from the recipient as far as survivability is concerned?




            Da         (.)                   Ne         (x)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
	Opredelite AAV9-CTNNB1 se od divjega tipa AAV9 loči le po genomu, proteinska sestava kapsid je enaka.
Specify



…


	(b) se GSO kakor koli razlikuje od prejemnika, glede načina in/ali hitrosti razmnoževanja?

(b)
is the GMO in any way different from the recipient as far as mode and/or rate of reproduction is concerned?



            Da         (x)                   Ne         (.)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
	Opredelite AAV9-CTNNB1 ima odstranjene gene rep in cap, ki sta pomembna za razmnoževanje, tako da se AAV9-CTNNB1 ne more razmnoževati.
Specify



…


	(c) se GSO razlikuje od prejemnika, glede razširjanja?

(e) is the GMO in any way different from the recipient as far as dissemination is concerned?



            Da         (.)                   Ne         (x)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
	Opredelite AAV9-CTNNB1 ima enak tropizem kot divji tip AAV9, vendar se AAV9-CTNNB1 zaradi odsotnosti rep in cap genov ne more razmnoževati. Razširjenje je omejeno na pacienta, ki prejme pripravek. Se pa lahko virus izloča s pacientovimi telesnimi tekočinami.
Specify



…


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

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



            Da         (.)                   Ne         (x)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
	Opredelite Za viruse AAV9 še ni dokazana patogenost.
Specify



…


2. Genska stabilnost gensko spremenjenega organizma Vsi testi nekliničnega preizkušanja in kontrole kakovosti so pokazale, da je AAV9-CTNNB1 stabilen. Po administraciji Urbagena v pacienta Urbagen okuži celice. V celicah se nato nahaja v episomalni obliki in prav tako v stabilni obliki, vendar v manjšem obsegu (Zhang in sod.2013).
2. Genetic stability of the genetically modified organism

…
3. Je GSO značilno patogen ali škodljiv na kakršen koli način (vključno z zunajceličnimi produkti), živ ali mrtev?

3.
Is the GMO significantly pathogenic or harmful in any way (including its extracellular products), either living or dead?
            Da         (.)                   Ne         (x)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
	(a) katerim izmed naslednjih organizmov:

(a) to which of the following organisms: 

ljudje( humans)   
(.)

živali(animals)   
(.)

rastline(plants)   
(.)

drugo(other)       
(.)

	(b) posredujte ustrezne informacije, navedene v Prilogi III A, točka II (A)(ll)(d) in II(C)(2)(i)

(b) give the relevant information specified under Annex III A, point II(A)(11)(d) and II(C)(2)(i)

AAV9 ne povzročajo bolezni, se ne morejo razmnoževati in so v episomalni obliki, stopnja genomske integracije je načeloma zelo nizka. Tveganje, ki ga predstavljajo AAV9 so vezani na opisane primere v literature in so neposredna posledica injiciranja AAV9 v organizem. Za AAV9 so znani opisani primeri toksičnosti ganglijev dorzalnih korenov živcev, hepatotoksičnost, splošna imunska preobčutljivost na AAV9, trombocitična mikroangiopatija kot posledica močne aktivacije sistema komplementa v telesu. Določeni raziskovalni članki poročajo o posledicah poškodbe krvno-možganske bariere zaradi neposrednega vnosa AAV9 v možgane. Znotraj preverjanje učinkovitosti, toksičnosti in biodistribucije smo dokazali, da transgen CTNNB1, ki se izraža iz AAV9 ne predstavlja tveganja. Izvedene dolgotrajne toksikološke študije na glodavcih niso pokazale škodljivih učinkov, RNAseq prav tako ni pokazal nobenih aktivacij onkogenov ali supresije tumor supresorskih genov. Na osnovi podatkov in priporočil EMA (ICH guideline S12 on nonclinical biodistribution considerations for gene therapy products) smo izvedli (deloma tudi GLP študije) študije toksičnosti in biodistribucije in vivo, pri katerem smo uporabljali dve živalski vrsti, pri kateri ena vrsta ni bila glodavec. Nobenih toksičnih odstopanj nismo opazili, raziskave biodistribucije pa nakazujejo na široko razširjenost AAV9-CTNNB1 (določeno z ddPCR, kjer začetni oligonukleotidi specifično nalegajo na transgen in določeno ITR regijo) v vseh tkivih poskusne živali kljub direktni intraventrikularni aplikaciji URBAGENA.

                       …


4. Opis metod identifikacije in odkrivanja

4. Description of identification and detection methods
	(a) Uporabljene tehnike za odkrivanje GSO v okolju Uporaba izolacije nukleinske kisline ter pomnoževanje posameznih segmentov s specifičnimi sondami glede na trangen. Uporaba metod kot so qPCR, ddPCR in DNA sekveniranje.
(a) Techniques used to detect the GMO in the environment



…

	(b) Uporabljene tehnike za identifikacijo GSO Uporaba izolacije nukleinske kisline ter pomnoževanje posameznih segmentov s specifičnimi sondami glede na trangen. Uporaba metod kot so qPCR, ddPCR in DNA sekveniranje. Specifične imunodetekcijske metode (ELISA,western, dotblot, ELISPOT).
(b) Techniques used to identify the GMO



…




F. Informacije o sproščanju

F. Information relating to the release
1. Namen sproščanja (vključno s pomembnejšimi možnimi ugodnostmi za okolje, ki se lahko pričakujejo)

1. Purpose of the release (including any significant potential environmental benefits that may be expected)

GSO (AAV9-CTNNB1) se bo sproščal v okviru klinične študije. Gre za odprto klinično študijo faze I/II, pri katerem je študija zasnovana kot naraščajuča (faza A in faza B) se študija glede odmerka. Študija GAIN-CTNNB1 je faza 1/2, odprta študija z naraščajočimi odmerki, ki ocenjuje varnost, toleranco in preliminarno učinkovitost enkratne cerebrointraventrikularne aplikacije URBAGEN-a (AAV9-CTNNB1) pri 12 pediatričnih bolnikih (starosti 2-12 let) z genetsko potrjeno diagnozo nevrorazvojnega sindroma CTNNB1 ter dokumentirano patogeno mutacijo v genu CTNNB1. …

2. Se mesto sproščanja razlikuje od naravnega habitata ali od ekosistema, v katerem se prejemni ali starševski organizem redno uporablja, goji ali nahaja?

2. Is the site of the release different from the natural habitat or from the ecosystem in which the recipient or parental organism is regularly used, kept or found?
            Da         ()                   Ne         (x.)


Yes
(.)

No
(.)
	Če da, opredelite

Specify


3. Informacije o sproščanju in bližnji okolici

3. Information concerning the release and the surrounding area
	(a) Geografska lokacija (upravna regija in, kjer je to primerno, geografske koordinate): Univerzitetni klinični center Ljubljana, Pediatrična klinika, Bohoričeva ulica 20, 1000 Ljubljana, Slovenija
(a)
Geographical location (administrative region and where appropriate grid reference):



…



	(b) Velikost mesta ( Size of the site)(m2):


ni relevantno m2 

(i) Dejansko mesto sproščanja  (actual release site) (m2): 


… m2
(ii) Širše območje sproščanja ( wider release  site) (m2):


… m2
ni relevantno, saj se ne more kontrolirati gibanja kliničnega preizkušanca

	(c) Neposredna bližina mednarodno priznanih biotopov ali zavarovanih območij (vključno z nahajališči pitne vode), ki so lahko prizadeti: ni relevantno, saj se ne more kontrolirati gibanja kliničnega preizkušanca
(c) Proximity to internationally recognised biotopes or protected areas (including drinking water reservoirs), which could be affected:

                             …


	(d) Rastlinstvo in živalstvo, vključno s poljščinami, živino in selivskimi vrstami, ki lahko pridejo v stik z GSO ni relevantno
(d) Flora and fauna including crops, livestock and migratory species which may potentially interact with the GMO

…




4. Način in obseg sproščanja
4. Method and amount of release
(a) Količine GSO, ki se bodo sproščale: Posamezen klinični preizkušanec bo prejel med 4-6e14 virusa v maksimalnem volumnu 15 ml (suspenzija AAV9-CTNNB1 v sterilnem fostatnem pufru). Odmerek GSO, ki ga prejme posameznik zavisi od mase možganov otrok in volumna cerebrospinalne tekočine, kjer pa je za začetek klinične študije najvišji odmerek 6e14 virusa AAV9-CTNNB1. V drugi fazi klinične študije se lahko odmerek dvigne na največji odmerek 1e15 virusa AAV9-CTNNB1 na posameznega otroka.
(a) Quantities of GMOs to be released:



…
(b) Trajanje projekta:

(b) Duration of the operation: Celoten postopek injiciranja traja približno 2 uri.


…
(c) Metode in postopki za preprečevanje in/ali zmanjšanje na najmanjšo možno mero širjenja GSO izven mesta sproščanja 
(c) Methods and procedures to avoid and/or minimise the spread of the GMOs beyond the site of the release

Na Pediatrični kliniki je imenovan pooblaščenec za biološko varnost, ki je odgovoren za opravljanje vseh nalog iz 22. člena Uredbe o merilih za uvrstitev dela z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem sistemu v varnostni razred in o zadrževalnih ter drugih varnostnih ukrepih za posamezen varnostni razred (Uradni list RS, št. 71/11).

- Izobraževanje in usposabljanje osebja, ki delajo z GSO, poteka v skladu s 14. členom Uredbe o merilih za uvrstitev dela z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem sistemu v varnostni razred in o zadrževalnih ter drugih varnostnih ukrepih za posamezen varnostni razred (Uradni list RS, št. 71/11). 

- Zdravstveni delavci so ob delu z GSO ustrezno zaščiteni s popolno kirurško opremo (kirurški plašč, rokavice, obujki, maska, kapa).

-Ustreznost prosotora (površine se lahko čisit, razkužuje), HEPA filtracija zraka

- Vstop v operacijsko sobo je omejen in dovoljen samo pooblaščenim osebam, dostop je možen samo s kartico 

- Izvajanje aplikacije AAV9-CTNNB1 bo potekalo v operacijski sobi, ki je vpisana v register GSO, kot zaprti sistem za delo z GSO v 1. varnostnem razredu. 

- Vse kar pride v stik z GSO in telesnimi tekočinami se ustrezno obdela in odstrani, kateter se dodatno spere z 10%NA-hipokloritom pred odstranitivjo  med odpadke

-     Delo z GSO 1. varnostnega razreda v zaprtem sistemu je dovoljeno le zdravim zaposlenim osebam in je odsvetovano nosečnicam. 

-    Vsi zaposleni, ki delajo z GSO, so vključeni v program cepljenja zdravstvenih delavcev proti hepatitisu B in vodimo evidenco o njihovem cepljenju.

- Po odpustu bolnika iz bolnišničnega okolja deluje kot zaprt sistem njegovo telo. Bolnika se redno spremlja v skladu s predpisano časovnico. S sabo nosi opozorilno kartico z osnovnimi informacijami in kontaktom zdravnika. Opozorilna kartica navaja tudi, da oseba ne sme darovati krvi, organov, tkiv ali celic. 

…
5. Kratek opis povprečnih pogojev v okolju  (vreme, temperatura, itd.)

5. Short description of average environmental conditions (weather, temperature, etc.)

Ni relevantno, saj se Urbagen daje tekom klinične študije. Ni pričakovanega sproščanja Urbagena iz pacienta.
6. Pomembni podatki o morebitnih predhodnih sproščanjih enakega GSO,če so, posebej o možnih vplivih na okolje in zdravje ljudi zaradi sproščanja.Ni še bilo sproščanje enakega GSO, saj gre za razvoj nove genske terapije Ni pričakovati, da se bo Urbagen izločal v okolje, saj se ga bo apliciralo intracerebroventrikularno, telo pacienta bo delovalo kot prva bariera.
6. Relevant data regarding previous releases carried out with the same GMO, if any, specially related to the potential environmental and human health impacts from the release.


…
G. Medsebojna učinkovanja GSO z okoljem in možen vpliv na okolje, če se značilno razlikuje od prejemnega ali starševskega organizma

G.
Interactions of the GMO with the environment and potential impact on the environment, if significantly different from the recipient or parent organism
1. Imena ciljnih organizmov (če je primerno)

1. Name of target organism (if applicable)
	(i) red in/ali višja sistematska kategorija (za živali) 
Primat…

(ii)order and/or higher taxon (for animals)
…

	(ii)družina (za rastline)  
…

(ii)family name for plants
…

	(iii)rod  
Homo…

(iii)genus
…

	(iv)vrsta 
sapiens            …

(iv)species

…

	(v)podvrsta 
sapiens sapiens…

(v)subspecies
…

	(vi)sev 
           …

(vi)strain
              …

	(vii) sorta/linija križanja
…
(vii) cultivar/breeding line
…

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

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

	(ix)domače ime 
…

(ix)common name
…


2. Predviden mehanizem in rezultati medsebojnega učinkovanja med sproščenim GSO in ciljnim organizmom (če je primerno) Pričakujemo, da bo AAV9-CTNNB1 v transduciranih celicah kliničnega preizkušanca dostavil kopijo človeškega gena CTNNB1, kar bo vodilo v translacijo proteina beta-katenin. Morebiti se bodo pokazali v klničnem preizkušancu tudi negativni toksični učinki (kot opisano v literaturi: hepatotoksičnost, DRG toksičnost, trmbotična mikroangiopatija) AAV9, vplivov na okolje ne pričakujemo.  
2. Anticipated mechanism and result of interaction between the released GMOs and the target organism (if applicable)

…
3. Kakršna koli druga morebitna značilna medsebojna učinkovanja z drugimi organizmi v okolju

3. Any other potentially significant interactions with other organisms in the environment

… GSO bo uporabljen v kliničnem okolju in ima pomanjkljivo replikacijsko sposobnost, zato je zelo malo verjetno, da bo GSO prišel v stik z drugimi organizmi ali okoljem. Ker se vektor AAV ne more podvojiti, vstavljene genske lastnosti ni mogoče prenesti v širše okolje, poleg tega pa smo ugotovili, da je transgen tudi neškodljiv.
4. Se utegne po sproščanju pojaviti selekcija, kot je na primer povečana kompetitivnost ali povečana invazivnost GSO?

4. Is post-release selection such as increased competitiveness, increased invasiveness for the GMO likely to occur?
            Da         (.)                   Ne         (x)                    Ni znano         (.)


Yes
(.)

No
(.)

Not known
(.)
	Navedite podrobnosti 

Give details

AAV9-CTNNB1 se ne more razmnoževati, saj ne vsebuje genov rep in cap, tako da ima v primerjavi z divjim tipom AAV9 obstojno pomanjkljivost..…


5. Vrste ekosistemov, v katere se lahko GSO razširijo in naselijo iz mesta sproščanja Načeloma lahko AAV9-CTNNB1 okuži tudi ostale sesalce, ampak je to majhno verjetno, ker gre za občutljiv virus, ki je obenem replikativno nesposoben, kar pomeni, da se v ekosistemih ne bi obdržal.
5. Types of ecosystems to which the GMO could be disseminated  from the site of release and in which it could become established


…
6. Popolno ime neciljnih organizmov, katerim lahko (če upoštevamo vrsto prejemnega okolja) nenamerno sproščanje GSO značilno škoduje ni relevantno
6.
Complete name of non-target organisms which (taking into account the nature of the receiving environment) may be unintentionally significantly harmed by the release of the GMO

	(i) red in/ali višja sistematska kategorija (za živali) 
…

(ii)order and/or higher taxon (for animals)
…

	(ii)družina (za rastline)  
…

(ii)family name for plants
…

	(iii)rod  
…

(iii)genus
…

	(iv)vrsta 
            …

(iv)species

…

	(v)podvrsta 
…

(v)subspecies
…

	(vi)sev 
           …

(vi)strain
              …

	(vii) sorta/linija križanja
…
(vii) cultivar/breeding line
…

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

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

	(ix)domače ime 
…

(ix)common name
…


7. Verjetnost genske izmenjave in »vivo«
7. Likelihood of genetic exchange in vivo
	(a) iz GSO v druge organizme v ekosistemu sproščanja nična možnost, saj bi moral organizem prejeti velike doze virusa, prav tako ni možno razmnoževanje
(a) from the GMO to other organisms in the release ecosystem:



…

	(b)iz drugih organizmov v GSO:skoraj nična, le ob sočasni transfekciji istega organizma z divjim tipom AAV9 in helper virusa bi se lahko zgodile izmenjave
(b) from other organisms to the GMO:



…


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

…

(e) 


8. Podajte refernence k ustreznim rezultatom (če so na voljo) študij odzivov in lastnosti GSO in njegovega ekološkega vpliva, ki so bile opravljene v simuliranem naravnem okolju (na primer mikrokozmos, itd.): Posebne študije o morebitnem vplivu GSO na okolje niso bile izvedene in se niso zdele potrebne.
8.
Give references to relevant results (if available) from studies of the behaviour and characteristics of the GMO and its ecological impact carried out in stimulated natural environments (e.g. microcosms, etc.):


…

9. Možna okoljsko značilna medsebojna učinkovanja z biogeokemijskimi procesi (če se razlikujejo od prejemnega ali starševskega organizma)Ni relevantno
9. Possible environmentally significant interactions with biogeochemical processes (if different from the recipient or parental organism)


…
H. Informacije o spremljanju(monitoringu)

H.
Information relating to monitoring

1. Načini spremljanja GSO Monitoring s qPCR, ddPCR.
1. Methods for monitoring the GMOs


…

2. Načini spremljanja učinkov na ekosistem Ni predviden monitoring okolja (razen spremljanje kliničnih preizkušancev), saj ni pričakovan vpliv AAV9-CTNNB1 na okolje.
2. Methods for monitoring ecosystem effects


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


…

4. Velikost območja spremljanja (m2) Ni predviden monitoring okolja (razen spremljanje kliničnih preizkušancev), saj ni pričakovan vpliv AAV9-CTNNB1 na okolje.
4. Size of the monitoring area (m2)


… m2
5. Trajanje spremljanja Spremljalo se bo pri kliničnih preizkušancih:
-prisotnost nevtralizacijskih protiteles proti AAV9 v serumu; dan 0 do 36.meseca (odvisno od protokola klnične študije; dan 7, dan 30, 3.meseci; na vsake 3-6 mesecev do konca študije)
- določitev AAV9 s qPCR in ddPCR v krvi, urinu ali fecesu; dan 1 do 36.meseca (odvisno od protokola klinične študije; ; dan 7, dan 30, 3.meseci; na vsake 3-6 mesecev do konca študije)
5. Duration of the monitoring


…

6. Pogostost spremljanja glej prejšnje vprašanje
6. Frequency of the monitoring


…

I. Informacije o ravnanju po sproščanju in ravnanju z odpadki

I. Information on post-release and waste treatment
1.Ravnanje z mestom po sproščanju V prostorih, kjer poteka delo z GSO 1. varnostnega razreda ni talnih odtokov, kar pomeni, da se v primeru razlitja virusnega pripravka, GSO ne sprosti v kanalizacijsko omrežje. Prav tako gre za izredno majhne volumne GSO. Čiščenje pred/po posegu z razkuževanjem. Striktni nadzor nad opadki, inaktivacija GSO v vseh materialih. HEPA filtracija zraka. Prisotnost osebe pooblaščene za biološko vransot. Dokler se delo z GSO ne konča, bolnik ne zapusti Operacijske sobe PeK in se ne opravi zaključno generalno čiščenje. Ves zrak v zaprtem prostoru 1. varnostnega razreda, je filtriran preko filtrov HEPA, dodatni strogi pogoji aseptičnega dela, ki sledijo pravilom dobre kirurške prakse.
1.Post-release treatment of the site

…
2. Ravnanje z GSO po sproščanju Ves GSO za posameznega pacienta se bo uporabil.
2. Post-release treatment of the GMOs


…

3. 
(a) Vrsta in količina nastalih odpadkov Pričakujemo manjše količine odpadkov: kirurški kateter ter vrečko, v kateri je bil kateter zapakiran ter kirurška oprema, ki se jo uporablja med kirurškim posegom.
3.
(a) Type and amount of  waste generated


…

3.
(b) Ravnanje z odpadki Ravnanje z odpadki poteka v skladu z aktualnim dokumentom Načrt gospodarjenja z odpadki UKCL in dopisi objavljenimi na intranetni strani. Povzročitelj odpadka zbira posamezno vrsto odpadka, v za to namenjeno embalažo. Posamezna embalaža je standardizirana glede na vrsto, količino in prostornino odpadkov, ki se bodo zbirali v njej. Odpadke (kateter), ki pridejo v stik z GSO se najprej inaktivira z Na-hipokloritom (10%) ter nato vse prestavi v plastično vrečo. Na koncu operacije gre prostor v popolno čiščenje in razkuževanje z namenom priprave prostora za nadaljnje operacije. Vse kar je produkt operacije, tudi zaščitna oprema se odstrani v hermetično zaprt zabojnik, ki se odstrani v skladu z Načrtom UKC LJ. Odpadki se oddajo pooblaščenemu zbiralcu odpadkov, ki dnevno vrši odvoz odpadkov in poskrbi za njihovo varno odstranitev in uničenje. Avtoklav se nahaja v prostorih UKC LJ (npr. v specializiranem hematološkem laboratoriju). Na zbiralnikih za zbiranje posamezne vrste nenevarnih odpadkov je nameščena označba z vrsto odpadka, ki se zbira v teh zbiralnikih. Glede na shranjeno vsebino, so na zbiralnikih tudi ustrezne grafične oznake in napisi, ki opozarjajo na biološko ali drugo nevarnost. Odpadki se iz mesta nastanka z internim transportom v namenskih transportnih vozičkih prenesejo do zbirnega mesta. Vozički so zaprti, zaklenjeni, označeni in primerni za vsakodnevno čiščenje in razkuževanje. Vsi vozički za transport se čistijo in razkužujejo v skladu z navodili službe za higieno prostorov in opreme. Transportni vozički za prevoz infektivnih odpadkov so izdelani v skladu z priporočili dobre prakse in veljavno zakonodajo na področju ravnanja z odpadki. Upravljanje s tovrstnimi vozički izvaja Služba za interni transport UKCL s pripravljenim urnikom odvozov iz posameznih lokacij. Infektivni odpadki iz zdravstva, neinfektivni ostri predmeti, citostatični in citotoksični odpadki ter odpadna zdravila se s pomočjo črtnih kod elektronsko tehtajo. Črtna koda vsebuje podatek o stroškovnem mestu oddelka. Higienik - skrbnik na posamezni enoti na področju ravnanja z odpadki določi osebo, ki zagotavlja ustrezno čiščenje, red in vzdrževanje prostora namenjenega začasnemu zbiranju odpadkov. Izpolnjevanje vseh elektronskih evidenčnih listov za posamezno vrsto odpadkov poteka s strani pooblaščenih prevzemnikov. UKCL za nobeno izmen vrst odpadkov, ki nastajajo v ustanovi ne zagotavlja predelave odpadkov. Vsi nastali odpadki se pogodbeno oddajajo pooblaščenim zbiralcem odpadkov. UKCL ima vpogled v informacijski sistem za ravnanje z odpadki, kjer je mogoč tudi dostop do arhiva elektronskih evidenčnih listov za odpadke. Načrt za gospodarjenje z odpadki UKCL je pripravila Služba za varstvo in zdravje pri delu, enota Varstvo okolja. Pooblaščeni prevzemnik dnevno opravlja prevzem in prevoze odpadkov v skladu z evropskim sporazumom o mednarodnem cestnem prevozu nevarnega blaga. Prevzemnik ima za odstranjevanje odpadkov, ki z vidika preventive pred infekcijo zahtevajo posebno ravnanje pri zbiranju in odstranjevanju, ustrezna dovoljena Agencije Republike Slovenije za okolje. Omenjene odpadke na svoji lokaciji avtoklavirajo in s fizikalno-kemično obdelavo poskrbijo za varno odstranitev.
3.
(b) Treatment of waste

…

J. Informacije o načrtih ukrepov za primer nesreče

J.
Information on emergency response plans

1. Metode in postopki za nadziranje širjenja GSO v primeru nepričakovanega razširjanja Pri delu z GSO natančno izvajamo vse ukrepe za nadzor in varno delo ter opisane zadrževalne ukrepe pri delu z GSO. Zdravljenje bo izvedeno v skladu z načeli dobre klinične prakse. Uporabljen GSO brez dobro nadzorovanega okolja (nizka temperatura) ne morejo preživeti, oziroma zelo hitro postanejo manj infektivni, zato za raširitev v okolje niso nevarni. Posledično posebnih metod vzorčenja v okolju ne bomo izvajali. V okviru zdravljenja bomo daljše časovno obdobje spremljali prisotnost AAV9 v telesnih tekočinah kliničnih preizkušancev. Ob razlitju GSO je potrebno takoj oceniti obseg dogodka, omejiti dostop in preprečiti širjenje GSO. Gre za majhne volumne GSO. Razlitje se prekrije z vpojno brisačko in prelije z 10%Na-hipkloritom. Odpadke se nato odstarni v skaldu z opisanim načrtom.
1. Methods and procedures for controlling the dissemination of the GMO(s) in case of unexpected spread


…

2. Načini za odstranjevanje GSO iz potencialno prizadetih območij Ob razlitju GSO je potrebno takoj oceniti obseg dogodka, omejiti dostop in preprečiti širjenje GSO. Gre za majhne volumne GSO. Razlitje se prekrije z vpojno brisačko in prelije z 10%Na-hipkloritom. Odpadke se nato odstarni v skaldu z opisanim načrtom.
2. Methods for removal of the GMO(s) of the areas potentially affected


…

3. Načini odstranjevanja ali sanitacije rastlin, živali, zemlje, itd., ki bi lahko bili izpostavljeni med ali po širjenju Ni relevantno, saj ne pričakujemo tovrstnih dogodkov.
3. Methods for disposal or sanitation of plants, animals, soils, etc. that could be exposed during or after the spread


…

4. Načrti za varovanje zdravja ljudi in okolja v primeru nezaželenih učinkov Kljub temu, da ne pričakujemo škodljivega vpliva je med cilji projekta tudi proučevanje dolgoročnih učinkov AAV9-CTNNB1 s spremljanjem bolnika skladno s protokolom zdravljenja. Upoštevajo se priporočila za spremljanje varnosti in učinkovitosti ter obvladovanje tveganj zdravil za napredno zdravljenje, ki so objavljena na spletni strani Evropske agencije za zdravila. V načrtu klinične študije so natančno zapisani vsi protokoli ukrepanja nezaželenih stranskih učinkov delovanja AAV9 na kliničnega preizkušanca.
4. Plans for protecting human health and the environment in the event of an undesirable effect


…
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