Környezeti kockázatértékelés KKÉ
(„ERA”)

142/2004. (IX.30.) FVM-GKM együttes rendelet 1 számú melléklete szerint

Módszertan
1. A géntechnológiával módosított szervezetek és a kibocsátások jellemzői

a) A fogadó szervezet


pl.  az  „ANTLERCHORD” sejtvonal, Escherichia coli HB101, Streptomyces….törzs,  Solanum sp.  növényi vonal ,  …….. egér törzs  stb 

b) Géntechnológiai módosítás(ok), akár genetikai anyag beviteléről, akár törlésről van szó, illetve a vektorra és a donorra vonatkozó információk
A géntechnológiai módosításra felhasznált módszerek: 

pl. transzformácíó, elektoporáció, „génpuska” alkalmazása a tisztított DNS sejtbe juttatására, transzdukció lambda fág vektorral, helper fág alkalmazása, kozmid bejuttatása in vitro pakolással, konjugáció, transzpozon, Ti plazmid, Pac, Bac, Yac mesterséges kromoszóma alkalmazása stb.
A felhasznált hordozó (vektor) természete és forrása:


pl. A vektor (plazmid, fág, mesterséges kromoszóma) eredete, természete, konstruálása, replikációs origói, marker génjei, riporter génjei, transzkripciós és transzlációs fúziós helyek, klónozó helyek, konjugativ, shuttle, suicide, integratív tulajdonságok, promoterek, transzkripció terminátor helyek pontos dokumentálással, hivatkozásokkal, részletes leírásokkal, a vektor konstruálás folyamat ábrájával, pontos fizikai térképpel, a teljes nukleotid szekvencia visszakereshetőségével.

Mellékletként csatolandó pl. a szabadalmi leírás(ok) másolata, a releváns tudományos cikk másolata.


pl. a pSem vektort a pUC vektorbol EcoRI és BamH restrikciós enzimek segítségével eltávolított DNS szakasz helyére egy pBluescript II KS plazmidból származó multiklónozó helyet építettünk be stb. A vektor konstrukció transzgénikus sejtvonalak/növények/baktériumok/élesztők  stb. készítésére alkalmas.

Mellékletként csatolandó pl. a szabadalmi leírás(ok) másolata, a releváns tudományos cikk másolata.

A donor szervezetek mérete, forrása (neve) és a beépítésre szánt régió minden egyes alkotóelemének szándékolt szerepe: 


pl. a beépített DNS szakasz az alábbi elemekből áll:

- A lambda fág attP régiója a transzgént hordozó DNS stabil beépítése érdekében 

- A GFP riporter gén a transzgén működésének jelzése céljából… stb.

c) A géntechnológiával módosított szervezet jellemzői

A beépített vagy módosított jellemző(k) és ismertetőjegyek:
Rövid lényegi ismertetés.
pl.  az  „ANLTERCHORD” sejtvonal …… …. enzim/vegyület …termelésére/előállítására alkalmas  ….

A ténylegesen beépített/kiejtett szekvenciákra vonatkozó információk
(Az inszertum mérete és szerkezete, valamint a jellemzésére használt módszerek, beleértve a géntechnológiával módosított alacsonyabb/magasabb rendű élőlénybe/sejttenyészetbe beépített vektor minden részére vonatkozó információt, és bármilyen hordozóra vagy külső eredetű, a géntechnológiával módosított az alacsonyabb/magasabb rendű élőlénybe/sejttenyészetbe maradó DNS-re vonatkozó információt):
- Az inszertum mérete: pl. 2.3 Kbp

- Szerkezete: lásd b) pont
- Jellemzésére használt módszer: DNS szekvencia meghatározás, 

továbbá pl. a DNS beépülést a pl a lambda fág attL szekvenciájára tervezett primerek segítségével végzett PCR reakcióval ellenőriztük. Az Ampicillin rezisztencia gén jelenlétét/hiányát PCR reakcióval mutattuk ki, ill. követtük.

- Kiejtés (deletálás) esetén a kivágott szakasz(ok) mérete és funkciója: pl. 2.3 Kbp, az antibiotikum rezisztencia gén deletálása.

- Az inszertum (beépített szakasz) másolatainak száma: pl. 1, vagy pl. 30-55 között,
 vagy pl. a fermentáció esetében induláskor, amikor az inszertum Kanamycin rezisztencia markerének szelekciós környezete megszűnik (ui. a fermentor táptalajában nincs Kanamycin) a kópiaszám 40-50 (a kópiák tandem elrendezésben helyezkednek el kromoszómába integráltan), a fermentáció végén (5 nap után) a kópiaszám 5-15-re csökken, aminek oka a szelekciós nyomás hiánya és a kópiák közötti belső crossing over (rekombináció ) eredményeként bekövetkező folyamatos kópiavesztés.
- A beépített szakasz(ok) elhelyezkedése(i) a sejtekben (kromoszómában, mitokondriumban, kloroplasztiszban): pl. kromoszómában

Az inszertum kifejeződésére vonatkozó információk:
- Az inszertum fejlődéshez kötött kifejeződésére vonatkozó információk az élőlény (GMO, GMM) életciklusa folyamán és az ennek jellemzésére alkalmazott módszerek: 

pl. a transzgén a GMM szaporodása logaritmikus fázisában (a transzgénikus állat tejmirigyeiben, a transzgénikus növény termésének endospermiumában stb) fejeződik ki, amelyet Northern hibridizációval és RT-PCR-rel mutattunk ki.

- A transzgénikus élőlény azon részei, amelyben az inszertum kifejeződik (például gyökerek, szár, pollen, máj, izomszövet stb.):

pl. a transzgén expresszióját (mRNS jelenlétét) bőr, máj és izom mintákban vizsgáltuk. Northern hibridizációval kimutatható volt/nem volt kimutatható…   szövetekben, RT-PCR-rel azonban detektálható volt, a gén expressziója konstitutív volt/enhanszert igényelt  …stb.
- Információk arról, hogy miben különbözik a géntechnológiával módosított élőlény a befogadó élőlénytől a következők terén:

szaporodási mód(ok), illetve ütem: pl. szaporodási módban nem különbözik, spórái azonban kevésbé ellenállók a hőmérséklettel szemben….stb.
túlélőképesség: pl. biotint nem biztosító közegben elpusztul a GMM élőlény, vagy.pl. a magas só koncentrácójú közegben a genetikailag módosított élőlény (azaz GMO) kétszer tovább él, mint a nem GMM szervezet.

terjedés: pl. azonos/nem azonos a befogadó szervezet és a GMO esetében. A különbség oka pl. az, hogy a GMO/GMM élőlényben a biotin szintézis gént deletáltuk (tehát biotin auxotrof), ezáltal csak biotint tartalmazó közegben szaporodik.
- Az inszertum genetikai állandósága és a géntechnológiával módosított élőlény fenotípusos állandósága: 


pl. vegetatív szaporítás esetében állandó, vagy pl. az antibiotikum szelekció elhagyásakor a transzgén kópia száma csökkent, s a GMM generációs ideje rövidült

- Bármilyen változás a géntechnológiával módosított élőlénynek abban a képességében, hogy genetikai anyagot adjon át más szervezetnek: 


pl. lehet a leírás az, hogy „feltételezhetően nincs”, vagy pl. a GMO P tipusú konjugatív plazmidot tartalmaz, ami lehetővé teheti a génáramlást más baktériumokba is.
- A genetikai módosításból eredő bármilyen, az emberi egészségre ható mérgező, allergén vagy más ártalmas hatás: 


pl. lehet a jellemzés az, hogy „feltételezhetően nincs”, vagy pl.…  körülmények esetén allergén   stb.  

- Információk a géntechnológiával módosított élőlény ember és állat-egészségügyi biztonságáról, különös tekintettel bármilyen, a genetikai módosításból eredő mérgező, allergén vagy más káros hatásokra, amikor a géntechnológiával módosított élőlényt emberi táplálékul vagy állati takarmányként kívánják felhasználni:

pl. lehet a leírás „a termék nem szolgál emberi táplálékul, nem kerül kapcsolatba táplálékkal, vagy pl. feltételezhetően a transzgénikus élőlényből készített termék állat-egészségügyi biztonsága megegyezik az eredeti befogadó élőlényből származó termékkel stb.

- A géntechnológiával módosított élőlény és a célszervezetek közötti kölcsönhatás mechanizmusa (ha alkalmazható):

pl. a leírás lehet: a GMO nem kerül kölcsönhatásba a célszervezettel, hanem csak a segítségével előállított kémiailag tiszta/GMO nyomaitól megtisztított vegyület/enzim, vagy pl. ha a GMM az emberi bélflórába jut, akkor génjei horizontális génterjedéssel tovább adódhatnak, amelynek valószínűsége a kutatások szerint …. legfeljebb …..valószínűséggel történhet meg stb. 
- Lehetséges változások a géntechnológiával módosított élőlény nem célszervezetekkel történő, a genetikai módosításból eredő kölcsönhatásaiban: 


pl. feltételezhetően nincsenek/ lehetnek ilyen változások, … vagy pl. a GMO az emberben és más pl. …..emlősállatokban hasonló változásokhoz vezet, mint pl. ….….

- Lehetséges kölcsönhatások az abiotikus környezettel:
pl. fokozottan szárazságtűrő, vagy magasabb hőmérséklettel szemben érzékenyebb, mint a parallel nem GMO organizmus. 

- Kimutatási és meghatározási technikák leírása a géntechnológiával módosított élőlényre:

pl. PCR reakció a beépített DNS szakasz amplifikálásához specifikus primerekkel,
RT-PCR reakció a beépített DNS szakaszon expresszálódó gén(ek) mRNS-einek kimutatása, 
Southern hibridizáció a beépített DNS szakaszra specifikus próbával

- Adott esetben információk a géntechnológiával módosított élőlény korábbi kibocsátásáról: 
pl. nincs tudomásunk korábbi kibocsátásról, vagy: a korábbi kibocsátások tapasztalatait a csatolt mellékletben foglaltuk össze,

vagy: a korábbi kibocsátás jegyzőkönyvét/a kibocsátásról szóló tudományos publikáció másolatát csatoltuk, összességében az a véleményünk, hogy …..

a) A tervezett kibocsátás és felhasználás, beleértve annak arányát
- Értelemszerűen válaszolandó meg a kockázati fokozatnak megfelelően:


pl. 107 GMM elölt sejt van kiszerelési egységnyi vakcinát tartalmazó ampullában/ kiszerelési egységben, az első évben 20 páciens, a következő évben 30 páciens lesz bevonva, vagy a készítményt ….számú beteg fogja kapni…... , minden beteg havi egy kezelésben fog részesülni kezelésenként 2 ampulla felhasználásával stb., ami összesen havonta/évente   X mennyiségű GMO felhasználást jelent. A felhasználás a klinika területén belül történik. A hulladék sterilezés után kerül elszállításra, az ágyneműt, védőruhát, elkülönítve sterilezzük, a mosdókból, WC-ből elfolyó vizet csírátlanítjuk stb. 

b) A fogadó környezet
- A kibocsátási helyszín (ek) meghatározása és mérete:

pl. A kibocsátás helyszíne (méretekkel) pl. a …..   Egyetem …Klinikája, amely ….helyezkedik el, kubatúrája az alábbi helyiségekből áll (…rendelő, PCR szoba, táptalaj konyha , sterilizáló egység, stb.), szennyvíz elvezetése, légcseréje stb.

A leíráshoz csatolandó pl.: 

(1) a kibocsátás helyszínének a közterületekkel határolt részletes helyszínrajza, bejelölve az egyes funkcionális helyeket (pl. portaépület, teherbejáró, transzformátor állomás, szennyvízelvezetés stb.), 

(2) az érintett épületek részletes alap és helyszínrajza, funkcionális egységek jelölésével, nagyobb műszerek helyének jelzésével stb.
(3) a GMO előállítás és felhasználás, felesleg/hulladék stb. részletes folyamat ábrája (pl starter leoltása/sterilfülke, starter felszaporítása lombikokban, rázógépben, további lépték növelő szaporítás kisméretű fermentorban, termelés nagyméretű fermentorban, termék kinyerése centrifugálással, 

hulladék/ szennyvíztisztítás, kezelés, elszállítás, megsemmisítés  stb.
- A kibocsátási helyszín ökoszisztémájának leírása, beleértve a növényzetet és az állatvilágot:

pl. A területre a   …… városra, illetve térségre megadott éghajlati viszonyok érvényesek. A kísérleti terület a Gödöllő-Ceglédberceli Dombság és Cserhát közötti térségben helyezkedik el, erdő és szántóföldi művelési ágban, lombos erdőkre és kultúr szántóföldekre jellemző növény és állatvilággal stb. Hivatkozás megfelelő forrásokra.

- A szaporodás szempontjából összeférhető vad rokon vagy termesztett fajok jelenléte:
pl. Európában/Magyarországon találhatók/nem találhatók szabadon olyan vad vagy termesztett növény/állatfajok, amelyben a GMO szaporodásra képes.

A GMO rokonai (pl…..  stb.), melyekkel természetes úton kereszteződhet Afrika déli részén élnek, vagy pl. a genetikailag módosított egértözs szaporodóképes más laboratóriumi/természetben előforduló egér populációkban., vagy a genetikailag módosított E.coli pl.konjugáció, transzdukció révén más E.coli törzsekkel, ill. Enterobactériumokkal a genetikai anyag (gének) horizontális átadására/átvételére képes. 

- Közelség hivatalosan nyilvántartott biotópokhoz vagy védett területekhez, amelyek érintettek lehetnek:


pl. A kibocsátási helytől keleti irányban …… km-re terül el a pl. a Duna-Dráva NP Gemenci körzete , északnyugat felé pedig a  …..  Tájvédelmi Körzet   stb.
c) A géntechnológiával módosított szervezet és a fogadó környezet közötti kölcsönhatás

· Szaporodás szempontjából összeférhetőség más fajokkal, az összeférhető fajok elterjedése:

pl. A Magyarországon előforduló taxonómiailag közel álló vad/kultúr/laboratóriumi 

fajokkal EU, NKFT, OTKA támogatással végzett kísérletek, tudományos közlemények
igazolják ezt (hivatkozások, igazoló mellékletek).
- A géntechnológiával módosított szervezetre vonatkozó más lehetséges kölcsönhatások abban az ökoszisztémában található más szervezetekkel, ahol a befogadó élőlény rendszerint él vagy egyéb helyen, beleértve az emberekre, állatokra és más szervezetekre gyakorolt toxikus hatásokra vonatkozó információkat:
pl. az Escherichia coli konjugatív plazmidjai és a rajta lévő gének  konjugációval Salmonella typhimuriumba átjuthatnak, a horizontális génterjedések (konjugációk, transzdukciók, természetes transzformációk, azaz DNS felvételek a környezetből pl. Staphylococcusok) lehetőségeinek ismertetése stb.

pl. A GMO nem kerül kölcsönhatásba a fogadó környezettel, hanem csak a segítségével előállított kémiailag tiszta/GMO nyomaitól megtisztított vegyület/enzim, vagy pl. ha a GMM az emberi bélflórába jut, akkor génjei horizontális génterjedéssel tovább adódhatnak, amelynek valószínűsége a kutatások szerint …. legfeljebb  …..valószínűséggel történhet meg…. stb.

-  Változások a géntechnológiával módosított élőlény nem célszervezetekkel történő, a genetikai módosításból eredő kölcsönhatásaiban: 

         pl. nem ismeretesek/feltételezhetően nincsenek/ lehetnek ilyen változások,  … vagy pl. a GMO az emberben és más pl. …..emlősállatokban hasonló változásokhoz vezet, mint pl. .... 
- Kölcsönhatások az abiotikus környezettel: pl. fokozott szárazságtűrő képesség, fokozott életképesség alacsony pH-jú közegben stb.
2. Környezeti Kockázat Értékelés (KKÉ) lépései
2.1. lépés: Az esetleg káros hatásokat okozó jellemzők azonosítása

Milyen káros hatásokat eredményezhet egy GMO gyógyszerkészítmény?


Humán és állati betegségek


Növényi betegség


A szervezet kórokozókkal szembeni érzékenységének megváltozása


Környezetet károsító hatások
A genetikailag módosított szervezet azon tulajdonságainak felsorolása, amelyek az emberi egészségre káros hatással lehetnek: pl.
1) A fogadó/szülői vad típusú szervezet által okozott veszély 
2) A vad típusú szervezet fertőzőképességének gyengítésére használt módosítások természetének, stabilitásának vizsgálata: a GMO patogenitása jelentősen csökkenhet, ill. megváltozhat.
3) A gyógyszerkészítményben maradt replikációképes vírus vektor szennyezés: ennek kiküszöbölésére pl. SIN (self inactivating) vektorok használata

4) A beépített szekvencia mérete túl nagy a vírus genomhoz képest, ezáltal a vírus genom átstrukturálódhat, ami beláthatatlan hatással lehet a GMO-ra és a környezetre is.
5) Immunrendszer elemeiben történő változás
6) A gyógyszerkészítményben maradt antibiotikum rezisztenciáért felelős gén szennyezések a használt antibiotikumok hatását gátolhatják
A genetikailag módosított szervezet azon tulajdonságainak felsorolása, amelyek a környezetre káros hatással lehetnek:


pl. A kibocsátási helytől keleti irányban …… km-re terül el a pl. a Duna-Dráva NP Gemenci körzete , északnyugat felé pedig a  …..  Tájvédelmi Körzet   stb., A terület a Sió vízgyűjtőjéhez tartozik. A GMM-szennyezett anyagok a szennyvízzel, ill. a hulladék tárolóból a csapadék víz útján a természetes környezetbe juthatnak. Ez azonban nem fordulhat elő, mert a szennyvíz csírátlanítás után kerül a csatornákba, s onnét Szekszárd város szennyvíz tisztító telepére, a GMM/GMO-val szennyezett hulladékot autoklávban/elégetve sterilizáljuk/semmisítjük meg stb., vagy


pl. Magyarországon nem találhatok olyan élőlények/természeti körülmények, amelyek a GMM/GMO elterjedését lehetővé tennék (téli fagyok, szaporodó képes hibridek hiánya, megfelelő befogadó szervezet nincs a környezetben……).

pl. a GMM/GMO által előállított termék (pl. X fehérje) természetes előfordulása pl a mandula/sütőélesztő/mazsola…. Eddig toxikus vagy allergén hatást nem mutattak ki róla. Az azonban nem kizárt, de nem is valószínű, hogy az X fehérje termelődése az Aspergillu sp.-ben olyan szintézis utakat indít el, vagy erősít meg, amelyek káros anyagok jelenlétéhez vagy fokozott termeléséhez (pl. egyes másodlagos anyagcsere termékek, mint pl.  .) vezethet. Ezt megvizsgáltuk a   vegyület csoportra és felhalmozódást nem tapasztaltunk (az … mennyisége a megengedett határérték 1%-t sem érte el….stb.).

2.2 lépés: Az egyes káros hatások - ha vannak ilyenek - lehetséges következményeinek értékelése


pl. Nem találtunk olyan káros hatást, aminek következményeit a jelen kibocsátáshoz mérlegelnünk kellene.
A felmerülő kockázat mértéke tehát: káros hatások következményeinek nagyságát jelentéktelennek találtuk.
2.3. lépés: Az egyes azonosított lehetséges káros hatások előfordulási valószínűségének értékelése


pl. Nem tapasztaltunk olyan káros hatást, aminek valószínűsége nagyobb lenne, mint a befogadó organizmus (pl. baktérium) káros hatása. Tehát a káros hatások a mikrobiológiai laboratóriumra érvényes biztonsági szabályok betartásával elkerülhetők.
A felmerülő kockázat mértéke tehát: A káros hatás valószínűsége a mikrobiológiai laboratóriumunkra érvényes szabályok betartása esetén jelentéktelen. stb
2.4. lépés: A géntechnológiával módosított szervezetek egyes azonosított jellemzői révén felmerülő kockázat becslése


pl. A transzgénikus ANTLERCHORD sejtvonalnak, ill. a belőle készített vakcinának az eddigi vizsgálatok szerint nincs olyan jellemző tulajdonsága, amely szélesebb körű felhasználás ellen szólna.

A felmerülő kockázat mértéke tehát: elhanyagolható
2.5. lépés: A géntechnológiával módosított szervezetek szándékos kibocsátása vagy forgalmazása révén keletkező veszélyek kezelési stratégiáinak alkalmazása


pl. Monitoring rendszer a GMM/GMO szennyezések regisztrálására. Rendszeres mintavételek (napi/heti/havonta) a laboratóriumban/kórteremben/hulladékszállítási útvonalon/mosodában stb.), PCR reakcióval az inszertum DNS szakasz jelenlétének ellenőrzése a mintákban, önálló PCR munkaállomás beállítása, szakképzett, pl. BSc. végzettségű felelős dolgozó alkalmazása, jegyzőkönyv vezetése .
24 órás felügyelet /porta szolgálat biztosítása. Személyre szóló beléptető rendszer. Hulladék megsemmisítése a telephatárain belül kiépített területen szakképzett vállalkozóval stb.
2.6. lépés: A géntechnológiával módosított szervezetek átfogó veszélyének meghatározása


pl. A  . sejtvonalból (GMM) készített oltóanyag életképes sejtet nem tartalmaz, tehát a környezetbe kikerülve szaporodásra nem képes, kockázatot nem jelent.  Bizonyított, hogy a benne lévő DNS szakaszok nem kerülnek át pl. herpesz vírusokba/a bélflóra baktériumaiba. A hasonló készítmények használatára előírt szabályozás betartásával a kockázat jelentéktelen.

pl. A ….transzgénikus (GMO/GMM) …baktérium a  ….   gyógyszer előállítása technológiai folyamatban abszolúte zárt rendszerben szaporodik, ill. tartjuk fenn. A termelés befejeztével zárt rendszerben (autokláv, elégetés, kémiai megsemmisítés) semmisítjük meg. Tehát a technológia betartása esetén veszélytelen az alkalmazottakra/környezetre stb.
Biztonság
GMM/GMO előállítása és kezelése során megvalósuló biztonság: tudományos-professzionális háttér és infrastruktúra, jogosítványok ismertetése/felsorolása
GMO/GMM biztonságos tárolás megvalósulása: veszélyességi szintnek megfelelő értelem szerű ismertetés/felsorolás
GMO/GMM biztonságos szállítása biztosítása: értelem szerű ismertetés/felsorolás
Kiszóródás és baleset miatti szennyeződés elhárítása: értelem szerű ismertetés/felsorolás
GMM/GMO szennyezett hulladék tárolása, kezelése, megsemmisítése, elszállítása: értelem szerű ismertetés/felsorolás
GMM/GMO által beszennyezett eszközök, tárgyak kezelése: pl. munkaruhák, műszer, laboratóriumi kubatúra, bútorzat, ismertetés/felsorolás
GMM/GMO monitoring: pl. rendszeres mintavételek, PCR munkaállomás, szakképzett dolgozó, jegyzőkönyv vezetése stb. ismertetés/felsorolás
GMM/GMO veszélye az emberi egészségre és ennek megakadályozása: ismertetés pl. a GMM kölcsönhatásba léphet az Enterobacteriaceae sp.- szel stb., vagy HSV–ból leszármaztatott GMM átjuthat a személyzetbe/rokonokba/látogatókba, hiszen az emberek 90%-a folyamatosan fertőződik HSV- vel stb.
A GMM/GMO- val kapcsolatba kerülő személyzet felvilágosítása, rendszeres munkavédelmi oktatása, egészségügyi felülvizsgálata: ismertetés/felsorolás
A GMM/GMO-val kapcsolatba kerülő alkalmazottakkal szemben támasztott iskolázottsági/ végzettségi követelmények: pl. vegyipari technikum, BME, ELTE, SZIE, DTE, PTE biotechnológus/molekuláris biológus/ genetikus BSc,/MSc./ PhD, SOTE MD/ PhD stb.
Ismertetés/felsorolás
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