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ECOLOGICA Y EL RETO DEMOGRAFICO
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NOTIFICACION SOBRE ACTIVIDADES DE UTILIZACION CONFINADA DE
ORGANISMOS MODIFICADOS GENETICAMENTE

l. INFORMACION GENERAL
1. Responsables de la actividad
a. Entidad
Nombre: GlaxoSmithKline Investigacion y Desarrollo, S.L

Direccion postal: Calle Severo Ochoa 2, 28760 Tres Cantos, Madrid
b. Representante legal de la entidad
Nombre y apellidos:
NIF:
Cargo:
Tel:
Correo electronico:
c. Responsable cientifico de la actividad
Nombre y apellidos:
NIF:
Cargo:
Tel:
Correo electronico:
d. Responsable de bioseguridad de la instalacion donde se realizara la actividad
Nombre y apellidos:
NIF:
Cargo:
Tel:
Correo electronico:
e. Indicar cual de los anteriores actuara como persona de contacto:

PLAZA DE SAN JUAN DE LA
CRUZ, 10
28071 MADRID

VL2024 Rev 2 TEL.: 91 597 56 50




PROCESO GENERAL PARA LA OBTENCION DE UN OMG A EFECTOS DE
NOMENCLATURA:

secuencia de ADN

ORGANISMO DONANTE, aquel del que se obtienen, mediante
técnicas de extraccion, amplificacion o sintesis, gen(es) o cualquier
secuencia de ADN o ARN para su insercion en un ORGANISMO
RECEPTOR. EI ORGANISMO DONANTE puede ser a su vez
ORGANISMO RECEPTOR cuando sea modificado mediante
mutagénesis que implique delecion, insercion u otra modificacion de la

A 4

VECTOR (virus, plasmido o de cualquier otra
naturaleza). Puede haberse obtenido de células de
mamifero, insecto, planta, bacteria..., sin que
éstas se consideren el organismo donante.

v

Cualquier técnica para la modificacion
genética del organismo receptor:
recombinacion por vectores, macroinyeccion,
microinyeccion, transfeccion, transduccion
transformacion, nucleofeccion...

ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE

Organismo cuyo material genético ha sido modificado de
alguna manera (mediante delecion, mutacion dirigida,
sustitucion o insercién de gen(es) o cualquier secuencia de
DNA) que no se produce naturalmente en el apareamiento

ni en la recombinacion natural.
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Modificacién
genética

ORGANISMO RECEPTOR

€| Organismo que sufre la modificacion

genética,




1. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD:

1. Debe sefialarse si para la ejecucion de esta actividad se recibe financiacion del Plan Nacional de
Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnoldgica. Esta informacion es necesaria
para determinar si la actividad se encuentra dentro del supuesto del articulo 3.2.b) de la Ley
9/2003 y, por lo tanto, la competencia recae en la Administracion General del Estado.

st [ NO [X

Si la respuesta a la pregunta anterior es Sl, debe justificarlo especificando:

— Nombre de la convocatoria:

— Referencia del Proyecto y referencia IP del mismo:

— Organismo financiador:

Otro tipo de financiacion? []

2. Instalacion donde se va a desarrollar la actividad (si la instalacion no estd autorizada,
cumplimente el Formulario Parte B):

— Numero de referencia de la notificacion de la instalacion (A/ES/../1-.):

| AJES/06/1-01

— Fecha de autorizacion de la instalacion:

| 08/04/2006

Si el OMG no se genera en la instalacion®:

— Nombre de la instalacion de origen del OMG:

— Numero de referencia de la notificacion de la actividad en el caso de que se realice en
Espafia (A/ES/..1..)

TAsAsS

Estan exentos del pago de la tasa los casos en los que se cumplan dos requisitos, que la actividad se realice en el marco de los Planes Estatales
de Investigacion Cientifica y Técnicay de Innovacion; y que se desarrolle por una institucién, ente u 6rgano publico.

2 Se debera aportar la informacion que permita verificar esta circunstancia.

3 Debe tenerse en cuenta que, si los OMG proceden de otra instalacion espariola, ésta debera haber cumplido con los requisitos establecidos en
la legislacion espafiola de OMG. Si la actividad no dispone de niumero de notificacion en el momento de presentar la solicitud, se deberd indicar
el nimero de registro asignado a la misma.

3de22



— Numero de referencia de la notificacion de la instalacion en el caso de que se ubique en
Espafia (A/ES/../1-..):

— Explicar como se realiza el transporte del OMG desde la instalacion de origen teniendo
en cuenta la legislacion aplicable (especificar tipo de transporte, manejo y embalaje,
documentacion de acompafiamiento e identificacion ofy etiquetado)®:

3. Finalidad de la actividad:

| La finalidad de la actividad es la identificacién de nuevos farmacos antimaléricos

4. Clasificacion de la actividad:

(Para la clasificacion del tipo de riesgo de las operaciones se seguira el procedimiento establecido
conforme al articulo 4 y el anexo 11 de la Directiva 2009/41/CE del Parlamento Europeo y del Consgjo,
de 6 de mayo, relativa a la utilizacion confinada de microorganismos modificados genéticamente, y la
Decision de la Comision 2000/608/CE, de 27 de septiembre, relativa a las Notas de orientacion para
la evaluacion del riesgo).

Tipo3 [X
Tipo4 [ ]

1. INFORMACION RELATIVA A LA OBTENCION DEL OMG (ver pie de pagina®)
1. Organismo receptor del cual deriva el OMG:

Células humanas/primates [] Detallar las lineas celulares:
Células: otras [] Detallar las lineas celulares:
Animal []
Planta []
Bacteria []
Hongo []

4

5

Legislacion vigente que afecta al transporte de OMG:
(ADR) Clase 6.2 (Materias infecciosas) del Acuerdo Europeo de Transporte Internacional de Mercancias Peligrosas por Carretera y
principales modificaciones.
Reglamento (CE) N° 1/2005 del Consejo, de 22 de diciembre de 2004, relativo a la proteccion de los animales durante el transporte
y las operaciones conexas y por el que se modifican las Directivas 64/432/CEE y 93/119/CE y el Reglamento (CE) N° 1255/97. Ley
32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio (BOE nim. 268,
8.11.2007)
Reglamento (CE) N° 1946/2003 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 15 de julio de 2003, relativo al movimiento
transfronterizo de organismos modificados genéticamente [Diario Oficial L 287 de 5.11.2003].
Articulo 18.2.c del Protocolo de Cartagena sobre Bioseguridad. Documentacion acompafiamiento en el movimiento transfronterizo:
https://bch.cbd.int/protocol/
Guidance on reqgulations for the Transport of Infectious Substances Edicion bianual de la OMS

No es necesario cumplimentar este apartado si el OMG procede de una instalacion ya autorizada en Espafia y el OMG ha sido también

autorizado, o esta en proceso de autorizacién en otra instalacion. Consultar la Guia préactica para la remision de solicitudes de registro
de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacién confinada con organismos modificados genéticamente sobre el documento

de acceso a la informacién que es obligatorio presentar.
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http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2005&nu_doc=1
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Directive&an_doc=1964&nu_doc=432
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=1997&nu_doc=1255
http://eur-lex.europa.eu/smartapi/cgi/sga_doc?smartapi!celexplus!prod!DocNumber&lg=es&type_doc=Regulation&an_doc=2003&nu_doc=1946
https://bch.cbd.int/protocol/
https://www.who.int/publications/i/item/9789240019720
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf

Virus []
X

Protozoos

-Especificar el nombre cientifico y comdn:

\ Plasmodium falciparum; cepa: Dd2-attB

a. Descripcion de los métodos de identificacion y aislamiento.

i)

i)

Teécnicas de aislamiento: La cepa parental Dd2 es un clon derivado de W2-MEF, que se
selecciond del clon W2-MCII después de 6 meses de cultivo continuo en presencia de
mefloquina. W2-MCII deriva del clon W2’82 después de 12 meses de cultivo continuo en
presencia de mefloquina que a su vez deriva de la cepa Indochina 111/CDC. Esta cepa se
aislé de un paciente de Laos con fallo terapéutico a cloroquina..

Técnicas de identificacion: Diferentes técnicas de biologia molecular: PCR, secuenciacion,
western-blot

iii) Marcadores genéticos: Todos los genes, ya que su genoma esta secuenciado, son

comprobables por PCR y/o secuenciacion.

iv) Marcadores fenotipicos: Resistencia a cloroquina, pirimetamina y mefloquina.

v) Estabilidad genética: No se encuentran descritas tasas de mutacion para estos organismos
b. La cepa/linea celular receptora: ¢esta libre de agentes bioldgicos contaminantes?
Sl X
— Especificar como se sabe que esta libre de agentes bioldgicos contaminantes.
No esta certificado pero el hecho de que las cepas se distribuyan para su uso en estado
de congelacién disminuye las probabilidades de otro tipo de contaminacion.
NO []

Especificar si se conocen o se sospecha cuales pueden ser.

c. Modificacion genética anterior:

Sl X

— Describir:
La cepa Dd2attB (DOI: 10.1038/nmeth904) tiene integrado el fragmento attB de 44
pares de bases en el gen no esencial cgé que codifica una proteina similar a la
glutaredoxin y el gen de la dihidrofolato reductasa humana (DHFR - resistencia a
WR99210) como marcador de seleccion.

— Cambios en virulencia, patogenicidad, tropismo, toxicidad, otros efectos.

| No se han descrito
NO []
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d. Se considera patdgeno este organismo, vivo 0 muerto, y/o sus productos intra/extracelulares
(Asignar grupo de riesgo conforme al anexo Il de Real Decreto 664/1997 tras evaluacion del
riesgo especifica):

| P. falciparum se considera Grupo 3*

S X

Para:
Humanos X
Animales []
Plantas []
Otros []

— Posibles efectos alérgicos y/o toxicos (describir):

Plasmodium falciparum, principalmente, produce una primera infeccion hepética tras la
forma natural de transmision a través de la picadura por su vector, el mosquito Anopheles.
Esta primera infeccion hepatica es asintomatica, pero genera formas parasitarias capaces
de ser liberadas al torrente circulatorio sanguineo empezando el ciclo intraeritrocitico del
parasito asociado a sintomas en el humano infectado de picos febriles y anemia. Un curso
mas grave de la enfermedad puede conllevar en casos mucho menos frecuentes a una
malaria severa y coma cerebral

NO [ ]

e. En el caso de cepas no virulentas de especies patdgenas: ¢es posible excluir la reversion a la
patogenicidad?
Sl ] NO []

f. Experiencia previa adquirida en relacion con la seguridad en la utilizacion del organismo
receptor:

Existe una gran experiencia en la comunidad cientifica y médica internacionales en el estudio de P.
falciparum, con publicaciones cientificas describiendo trabajos realizados con este
microorganismo. En nuestras instalaciones llevamos trabajando con ese microorganismo durante
mas de 15 afos.

g. Informacion sobre la capacidad de supervivencia y de reproduccién en el medio ambiente:
i) ¢El organismo receptor es capaz de sobrevivir fuera de las condiciones de cultivo?:
Sl ]
- Capacidad de crear estructuras de resistencia o letargo:
esporas
endosporas
quistes
esclerocios

Ooogn

esporas asexuales (hongos)
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esporas sexuales (hongos) []
otros, especifiquese:

NO [X

i) Otros factores que afectan la capacidad de supervivencia:

\ No aplica.

iii) Posibles nichos ecolégicos:

\ Seres Humanos.

iv) Tiempo de generacion en ecosistemas naturales:

\ No aplica.

Efectos posibles sobre el medio ambiente:

i) Implicaciones en procesos ambientales (p.ej. fijacion del nitrégeno o regulacion del pH del
suelo):

\ No aplica..
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if) Interacciones con otros organismos y efectos sobre éstos:

\ No aplica

i. Distribucion geografica y tipo de ecosistema en el que se encuentra el organismo receptor:

P. falciparum se encuentra distribuido en regiones en las que cohabita con su vector. Las regiones
de mayor incidencia de malaria causada por P. falciparum son Africa subsahariana, sudeste asiatico
y Sudamérica

J. Habitat natural del organismo:

\ Seres humanos

2. Organismo(s) donante(s). No completar el punto si no existiese organismo donante o si es
el mismo que el organismo receptor.

Humanos
Animal
Planta
Bacteria
Hongo
Virus
Protozoos

DoOoXOdodo

-Especificar el nombre cientifico y comdn:

Saccharomyces cerevisiae (levadura de cerveza)

a. Se trabaja con él durante la actividad:

st [] NO [X

b. La cepa/linea celular donante: ¢esta libre de agentes biolégicos contaminantes?

Sl X

— Especificar como se sabe que esta libre de agentes bioldgicos contaminantes.

\ El gen de la DHODH se amplific6 de un plasmido.

NO []

— Especificar si se conocen o se sospecha cuéles pueden ser.

c. Modificacion genética anterior:

st []

— Describir:
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— Cambios en virulencia, patogenicidad, tropismo, toxicidad, otros efectos.

d. Se considera patdgeno este organismo, vivo 0 muerto, y/o sus productos intra/extracelulares.
(Asignar grupo de riesgo conforme al anexo 11 de Real Decreto 664/1997 tras evaluacion del
riesgo especifica):

|

Sl [ ] Para:
Humanos
Animales
Plantas
Otros

Dot

— Posibles efectos alérgicos y/o toxicos (describir):

NO [X
e. En el caso de cepas no virulentas de especies patogenas: ¢es posible excluir la reversion a la
patogenicidad?
Sl [] NO []

f. Tipo de material genético obtenido del organismo donante (gen codificante o fragmento del
mismo, miRNA, IncRNA, etc.):

\ Gen codificante

g. Método de obtencion:

— Extraccion []
— PCR X
— Sintesis in vitro []

h. Funcion del gen/genes o secuencias en el organismo donante:

Dihidroorotato Deshidrogenasa: Oxidorreductasa que cataliza la conversion de dihidroorotato a
orotato con quinonas como aceptor de electrones en la biosintesis de las pirimidinas.

3. ¢lIntercambian los organismos donante y receptor material genético de forma natural?

No
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IV. INFORMACION RELATIVA A LA MODIFICACION GENETICA (ver pie de pagina®)
1. Objetivo de la modificacion genética (sobreexpresion, silenciamiento, otros):

Expresion del gen DHODH de S. cerevisiae en P. falciparum para identificar inhibidores de la
cadena de transporte de electrones especificos de P. falciparum.

2. Tipo de modificacion genética:
— Insercién de material genético

— Delecidon de material genético

OO X

— Sustitucion de bases

— Otros, especifique:

3. Método utilizado para llevar a cabo la modificacion genética:
— Transformacion
— Electroporacion
— Macroinyeccién
— Microinyeccion
— Infeccién

— Transfeccion

OXDOOOon

— Fusion celular
Otros, especifique:

4. ¢Se ha utilizado un vector en el proceso de modificacion?
si ¥ NO []
En caso afirmativo:
a. Tipo e identidad del vector (plasmido, virus, otros):

| Plasmido: pLN-ScDHODH-flag-attP

i) Aportar mapa de restriccion del vector. Indicar las funciones y posicion de genes
estructurales, genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de
replicacion y cualquier otro elemento presente en el vector.

6 No es necesario cumplimentar este apartado si el OMG procede de una instalacion ya autorizada en Espafia y el OMG ha sido también
autorizado, o esta en proceso de autorizacién en otra instalacion. Consultar la Guia préactica para la remision de solicitudes de registro
de instalaciones para llevar a cabo actividades de utilizacién confinada con organismos modificados genéticamente sobre el documento
de acceso a la informacion gue es obligatorio presentar.

10 de 22


https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf
https://www.miteco.gob.es/content/dam/miteco/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/biotecnologia/guiadeutilizacionconfinadamarzo2023_tcm30-560717.pdf

pPLN-ScDHODH-flag-attP
7353 bps

BamHI

e
1000

ScDHODH

2000 Binl

calmodulin-5"

Kpnl

El plasmido contiene el gen de la DHODH de Saccharomyces regulado por el promotor de
la calmodulina y el terminador de hsp86. Contiene el marcador de seleccion (en P.
falciparum) Blasticidina regulado por el promotor PcDT vy el teminador hrp2. EI marcador
de seleccion en E.coli, para la amplificacion del plasmido es Ampicilina. Por Gltimo contiene
la region attP para su recombinacion mediada por la integrasa Bxb1 en la cepa Dd2 que tiene
insertada la region attB.

Después de la integracion del vector, el locus cg6 quedaria de la siguiente manera:
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5.

pINT pLN-ENR-GFP

O e o e o 1 [ oo o e e o e e e e e |

" pBS | | pBS '
I I

: <« —> | <« —> :

‘- TReo]--* - A bsg | soroorig |-

attB recombinant locus

p2 _ p -
—,i{ 5UTR | cg65 B} -/- { oHFR [cgs3’ [ UTR}—r
EV pBS EV
; 13.5 kb |

cgb l cgé

attB x attP recombinant locus

p2 > <— —> e
—{suTA] cg6-5 |l bsd_| sconoon-Fiag |-/-[lG}- -/~ | DHFR | cg63 [3 UTR——
1
EV p4 EV pBS pBS EV
F——-15.9kb it 16.1 kb |

cgb pfenr cgb

i) Si se trata de virus:
- Es defectivo en replicacion Si [] NO []

- Indicar como se obtiene el vector viral. Si se utilizan plasmidos para su obtencion aportar
mapa de restriccion del/los plasmido/s. Indicar las funciones y posicién de genes
estructurales, genes marcadores, elementos reguladores, sitios de insercion, origen de
replicacion, origen, funcién y secuencia de otros elementos presentes.

Gama de hospedadores del vector:

| E. coli y Plasmodium

Caracteristicas de la movilidad del vector:
i) factores de movilizacion

| No poseen

if) Si el vector es un bacteri6fago ¢se han inactivado sus propiedades lisogénicas?

] No aplica

iii) ¢Puede el vector transferir marcadores de resistencia a otros organismos?

| No

Informacion de la secuencia insertada, delecionada o modificada.
a. Funcion especifica de cada parte de la secuencia insertada, delecionada o modificada:
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Gen de la DHODH de Saccharomyces (Dihidroorotato Deshidrogenasa: Oxidorreductasa que
cataliza la conversion de dihidroorotato a orotato con quinonas como aceptor de electrones en
la biosintesis de las pirimidinas) regulado por el promotor de la calmodulina y el terminador
de hsp86.

Marcador de seleccion (en P. falciparum) Blasticidina regulado por el promotor PcDT v el
teminador hrp2

b. Informacién sobre los genes estructurales:

| No aplica

c. Informacion sobre los elementos reguladores:

\ No aplica

d. ¢Hasido secuenciada?

| Si.

e. ¢Contiene secuencias que no son necesarias para la funcion deseada? En caso afirmativo,
especifiquese.

\ No.

f. ¢Contiene secuencias cuya funcién es desconocida? En caso afirmativo, especifiquese.

\ No.

6. Si se ha utilizado un vector, ¢cudl es su situacién final en el OMG?
a. Si el vector es un plasmido:
i) Se pierde
ii) Se inserta en el genoma
- Aleatoriamente

X 00

- Enun sitio definido
o Localizacién cromosémica:

\ Gen no esencial cg6 que codifica una proteina similar a la glutaredoxin.

o Secuencias colindantes:

‘ Ver seccion “Mapa de restriccion.”

o Lainsercién activa o inactiva la expresion de otros genes:

| No

iii) Se mantiene en forma episémica []
- Numero de copias:

- Se dispone de informacion sobre la estabilidad del vector
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b. Si el vector es un virus:
i) Se mantiene en forma episémica

0

ii) Se inserta en el genoma
- Lainsercion se produce al azar

0

- Lainsercion es especifica
o Localizacion cromosémica:

o Secuencias colindantes:

o Lainsercién activa o inactiva la expresion de otros genes:

iii) Existe la posibilidad de formacién de particulas viricas. Justificar:

c. Andlisis moleculares previstos relativos a la expresion del producto deseado (PCR, Southern,
Northern, secuenciacion, otros):

i) Determinacion de la estructura del inserto (secuenciacion) [X]
ii) Transcripcionales (nivel de sintesis de mMRNA) []
iii) Traduccionales (nivel de sintesis de proteinas) ]

14 de 22



V. INFORMACION RELATIVA AL ORGANISMO MODIFICADO GENETICAMENTE
(OMG) (ver pie de pagina’)

1. Descripcion del OMG final

Plasmodium falciparum Dd2-attB-scDHODH. Es una cepa de Plasmodium falciparum que se trata
de un clon recombinante producido por una integracion especifica mediada por la integrasa Bxb1.
El gen de levadura DHODH (Dihidroorotato Deshidrogenasa) se amplifico del plasmido y se clond
en el plasmido pLN-ENR-GFP (DOI: 10.1038/nmeth904). El constructo final se transfect6 en la
cepa Dd2attB (DOI: 10.1038/nmeth904) que tiene integrado el fragmento attB de 44 pares de bases
en el gen no esencial cg6 que codifica una proteina similar a la glutaredoxin.

2. Caracteristicas genéticas y fenotipicas modificadas del organismo receptor como resultado de la
manipulacion genetica:

a. ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a la capacidad de supervivencia fuera
de las condiciones de cultivo? En caso afirmativo, especifiquese:

\ No.

b. ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta al modo o tasa de reproduccion? En
caso afirmativo, especifiquese:

\ No.

c. ¢Esdiferente el OMG del receptor en lo que respecta a la patogenicidad para el ser humano,
plantas o animales? En caso afirmativo, especificar:

Resistente a Atovaquona y otros inhbidores de la cadena de transporte de electrones
especificos de P. falciparum..

d. ¢Es diferente el OMG del receptor en lo que respecta a los posibles efectos sobre el medio
ambiente? En caso afirmativo, especifiquese:

\ No.

e. ¢Es diferente el OMG en cuanto a las caracteristicas nutricionales? En caso afirmativo,
especifiquese:

\ No.

f. Marcadores especificos del OMG:

\ La insercién es comprobable por PCR y/o secuenciacion.

3. Informacion sobre la estabilidad genética previsible del OMG (Estado y secuencia del inserto
después de un cierto nimero de generaciones):

\ Es estable.

4. Posibilidad de transferencia de material genético a otros organismos. Justificar:

\ Ninguna conocida.

” No es necesario cumplimentar este apartado, salvo el punto 1, si el OMG procede de una instalacién ya autorizada en Espafia y el
OMG ha sido también autorizado, o esta en proceso de autorizacién en otra instalacion. Consultar la Guia préactica para la remision
de solicitudes de registro _de instalaciones para llevar _a cabo actividades de utilizacién confinada con organismos modificados
genéticamente sobre el documento de acceso a la informacién gue es obligatorio presentar.
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5. Descripcion de métodos de identificacion y aislamiento planificados:
a. Técnicas utilizadas para la identificacion del OMG:

PCR y secuenciacion.
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b. Técnicas empleadas para aislar el OMG en el medio ambiente:

No puede vivir libre en el medio ambiente ni tiene formas aislables del medio ambiente.

VI. DESCRIPCION DE LAS OPERACIONES

1. Descripcion de la actividad. (Breve resumen de los ensayos que se preven realizar, incluidos los que
se llevaran a cabo con el OMG).

Evaluacion de la actividad antimalérica in vitro frente a la coleccidn de compuestos de GSK con el
objeto de identificar moléculas que inhiban la cadena de transporte de electrones. Esta cepa es
resistente a aquellos inhibidores especificos de P. falciparum, ya que el gen de S. cerevisiae es capaz
de complementar la funcion del gen de P. falciparum. Los inhbidores de esta ruta seran inactivos
en esta cepa, mientras que seran activos en la cepa parental Dd2-attB.

2. Informacion sobre el volumen o cantidad de OMG a utilizar:
a. Volumen o concentracion maxima por ensayo en el caso de microorganismos.
i)  Para preparacion de lotes

\ Se conservaran gliceroles de 1ml (10-20 unidades).

i)  Para Inoculaciones. Método de inoculacién in vitro/ in vivo:

\ Volumen maximo de 200 ml de cultivo.

b. Numero aproximado de plantas por ensayo:

c. Numero aproximado de animales por ensayo:

3. Naturaleza de las operaciones:

a. Ensefianza []
b. Investigacion <
c. Desarrollo []

4. Periodo previsto para la actividad de utilizacion confinada:

(Debe concretarse lo mas posible la duracion de la actividad, por ejemplo, teniendo en
consideracion la duracion de la financiacion de los proyectos a los que estan asociados las
actividades con los OMG).

\ Uno o dos ensayos al afio de manera indefinida.
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VII. EVALUACION DE RIESGO (ver pie de pagina®)

Se tendran en cuenta los elementos y el procedimiento conforme al Anexo | del Real Decreto 178/2004
de 30 de enero, por el que se aprueba el Reglamento general para el desarrollo y ejecucion de la Ley
9/2003, de 25 de abril, y la Decision de la Comision 2000/608/CE, de 27 de septiembre, relativa a las

notas

de orientacion para la evaluacion de riesgo).

1. ldentificar como pudieran afectar las posibles propiedades nocivas del organismo receptor, donante,
inserto y vector al OMG que se va a generar:

(Desarrollar con la extension que proceda, siguiendo el orden propuesto).

a.

Organismo receptor.

El organismo receptor es Plasmodium falciparum. P. falciparum esta clasificado dentro del nivel
de bioseguridad 3* (aquel agente que puede provocar una enfermedad grave en el hombre y
constituir un serio peligro para los trabajadores, con riesgo de que se propague a la colectividad
y existiendo generalmente una profilaxis o tratamiento eficaz. Normalmente no infeccioso a
través del aire (RD 664/1997)). Existen tratamientos eficaces que erradican el patégeno.

No se les conoce participacion en procesos ambientales. Ni se conocen plasmidos ni virus
enddgenos capaces de movilizar el ADN introducido a otras especies 0 microorganismos. No
tienen fases de vida libre ni forman estructuras resistentes de supervivencia en el medio

Organismo donante.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura que se ha usado extensivamente en la historia en el
procesamiento de alimentos. Se ha utilizado durante siglos como agente leudante del pan y como
fermentador de bebidas alcoholicas. Con una extensa historia de aplicaciones industriales, esta
levadura ha sido sujeto 0 modelo de multiples estudios en el campo de la microbiologia.

Inserto.

Tanto la secuencia introducida como el marcador genéticos que permite seleccionar los clones
con la modificacion genética han sido ampliamente utilizados y descritos en la literatura. Ni el
marcador de resistencia utilizado, ni el fragmento introducido, hacen al organismo resistente a los
antimalaricos utilizados en el tratamiento de primera linea frente al parésito.

d.

Vector.

El plasmido pLN ha sido ampliamente utilizado y descrito en la literatura. No se ha reportado
propiedades nocivas.

2. Identificar las posibles propiedades nocivas del OMG®

a.

Efectos para la salud humana y la sanidad animal y vegetal.

Como el organismo sin modificar.

b.

Efectos para el medio ambiente.

8 No es necesario cumplimentar este apartado, salvo los puntos 2, 3y 4, si el OMG procede de una instalacién ya autorizada en Espafia
y el OMG ha sido también autorizado, 0 esta en proceso de autorizacién en otra instalacion. Consultar la Guia practica para la remision
de solicitudes de registro _de instalaciones para llevar _a cabo actividades de utilizacién confinada con organismos modificados

genéticamente sobre el documento de acceso a la informacidn que es obligatorio presentar.

%, Si se considera que no tienen efectos adversos para la salud y el medio ambiente, también hay que justificarlo.
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\ Ninguno previsible

Descripcion de las fases criticas de los ensayos en cuanto a bioseguridad:

Manipulacion del cultivo.

Descripcion de las medidas de confinamiento y proteccion que vayan a aplicarse en las diferentes
fases:

Los marcadores genéticos introducidos no afectan a la sensibilidad del organismo frente a los
antimalaricos de primera linea usados en clinica, por lo que el OMG debe seguir siendo clasificado
como el organismo parental, nivel 3. Por todo lo anterior, creemos que laboratorios que cumplen
todos los requisitos del nivel de contencion 3, incluyendo de doble puerta con control de accesos y
area de cambio de ropa, presion atmosférica negativa respecto a las areas adyacentes, y
procedimientos operativos que eliminan o minimizan el uso de objetos punzantes y cortantes.
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VIII. DESCRIPCION DE LAS MEDIDAS DE PROTECCION Y CONTROL ADOPTADAS

DURANTE LA UTILIZACION CONFINADA?

1.

Adopcidn de las Buenas Préacticas de Laboratorio:

Los investigadores y el personal auxiliar utilizan batas de laboratorio y que solo salen de los
laboratorios en bolsas cerradas parar ser autoclavadas. Los procedimientos normalizados de trabajo
(PNTSs), de obligado cumplimiento, especifican entre otras normas, el uso de guantes de laboratorio,
la prohibicién de introducir en el laboratorio objetos punzantes o cortantes salvo en ocasiones
puntuales, cuando sea imprescindible para la realizacion de la actividad y bajo autorizacion y
supervision del jefe de laboratorio, y la obligacion de abrir y manipular contenedores con
microorganismo vivo solamente dentro de las cabinas de bioseguridad .

El material bioldgico que requiera su salida fuera del laboratorio de nivel 3 para posteriores estudios
deberé ser tratado mediante un método que garantice su total inactivacion como material infectivo.

La total inactivacion de P. falciparum se llevard a cabo mediante alguno de los siguientes
procedimientos aprobados: congelacion del material a -70°C durante una incubacion de una noche,
fijacion con un cantidad minima de 0.025% de glutaraldehido para lectura por citometria o por
imagen, lisis de eritrocitos humanos con saponina. Los residuos que puedan contener células
viables de P. falciparum se inactivaran segun se describe a continuacion en funcién de su naturaleza
como residuo s6lido o liquido:

Residuos solidos:

El material con superficies expuestas contaminadas con cultivos de P. falciparum, o con sangre o
sueros humanos (por ejemplo pipetas), se inactivara previamente dentro de la cabina, mediante
contacto directo de la superficie contaminada con una solucién al 1% (p/v) de Presept u otra que
contenga al menos 5.000 p.p.m. de cloro libre, durante al menos 1 hora. La solucion desinfectante
se preparara fresca cada dia. Una vez inactivados seran introducidos en bolsas de bioseguridad que
seran introducidas en contenedores de autoclave para su salida como residuos a autoclavar.

Residuos liquidos:

Los residuos liquidos potencialmente contaminados se inactivaran llevandolos a una concentracion
de 1% (p/v) Presept, 0 con 5.000 p.p.m. de cloro libre, y manteniéndolos a esa concentracion durante
al menos 1 hora. Dado que una alta concentracion de proteinas reduce la potencia desinfectante del
cloro, la concentracion final de sangre 6 sus productos en el residuo tratado no excedera 1/20 de su
concentracion fisioldgica. En las bombas de aspiracion de residuos liquidos deben depositarse
pastillas de Preset o lejia liquida antes de su uso. Una vez transcurrido el tiempo de inactivacion los
residuos pueden ser vertidos en el bidén donde se recogen los residuos liquidos. A partir de la hora
de exposicion al desinfectante, los residuos liquidos pueden ser transportados fuera de la instalacion
para su eliminaciébn como residuos liquidos ya inactivados siguiendo los procedimientos
establecidos.

Formacion del personal adscrito:

Todo el personal adscrito cuenta con la formacidn académica requerida para el puesto de trabajo,
maés el entrenamiento especifico proporcionado por su supervisor, mas los cursos de formacion a

10 En el caso de que la actividad se realice en una instalacién ya autorizada, se deberan describir las medidas de proteccién adicionales a las
descritas en el formulario B que se presento en la solicitud para la autorizacion de la instalacion, teniendo en cuenta el riesgo especifico de la

actividad.
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los que se refiere el articulo 12 del Real Decreto 664/1997, y la formacion continua obtenida con la
asistencia a cursos y congresos segun lo apropiado a su nivel profesional.

3. Programas de limpieza/desinfeccion/descontaminacion:

Plasmodium falciparum no es capaz de sobrevivir fuera de los medios de cultivo o de su huésped
natural (humanos). Las superficies de trabajo se descontaminaran con Etanol 70% antes y después
de cada uso. Existen planes normalizados de trabajo para actuaciones en caso de accidente o
derrames. Todos los laboratorios y cabinas de seguridad estan acondicionadas para poder realizar
una desinfeccion con perdxido de hidrégeno (VHP). La desinfeccion con VHP se realizara
periodicamente como medida de prevencion.

La limpieza rutinaria de suelos se realizard por el mismo personal que trabaja en el laboratorio y se
realizara con CR36. Todo el material y los desechos se descontaminaran antes de sacarlos del area
de contencion.

4. Programas de mantenimiento de los sistemas de confinamiento y proteccion:

No son necesarios aparatos dedicados exclusivamente para el confinamiento. El organismo se
manejara siempre en cabinas de bioseguridad de tipo BIOII que estan incluidos en un plan de
mantenimiento preventivo regular realizado por la empresa autorizada

5. Programas de verificacion y validacion de los sistemas de confinamiento y proteccion:

Todos los sistemas de contencion del laboratorio estan incluidos en un plan de mantenimiento
preventivo regular realizado por la empresa de mantenimiento autorizada. Al menos una vez al afio
se realizara una desinfeccion del laboratorio, cabinas de seguridad y aparatos como medida
preventiva con perdxido de hidrégeno.

IX. GESTION E INACTIVACION DE RESIDUOS
1. Encargado de la gestién de residuos:
a. Gestion interna: Si [] NO []
— Meétodo de inactivacion, forma final, destino de cada uno de los tipos de residuos generados:

b. Gestion por una empresa externa: ~ Si X NO []

— Nombre de la empresa externa encargada de la gestion de los residuos:

Todos los residuos, una vez esterilizados, son retirados por empresas especializadas
autorizadas: CONSENUR, S.A. para los sdlidos y GESTION Y VALORIZACION DEL
CENTRO, S.L. para los liquidos, para ser eliminados segun la legislacién medioambiental
vigente.

X. PREVENCION DE ACCIDENTES DE LA ACTIVIDAD NOTIFICADA
1. Condiciones en las que podria producirse un accidente:

Todo el trabajo con microorganismos vivos se realizara en cabinas de bioseguridad de tipo BIOII.
El peligro de un accidente podria producirse por el pinchazo o corte con material que contuviese
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células parasitizadas. Por ello, todas las actividades que supongan un riesgo de ingestion de
material bioldgico del laboratorio estan estrictamente prohibidas. Estas incluyen comer, beber y
aplicar cosméticos. El pipeteo con la boca esta especificamente prohibido.

No esta permitido el rencapsulado de las agujas hipodérmicas. No esta permitido el uso de
objetos punzantes o cortantes para la manipulacion in vitro de P. falciparum . Los portas para
microscopio deben tener bordes esmerilados y puntas redondeadas para minimizar el riesgo de
corte. Se extreman las precauciones para evitar su rotura durante el uso. En general no debe
utilizarse material de vidrio. Si fuera imprescindible el uso de material de vidrio, ademés de los
portas de microscopio, la excepcidn debe hacerse constar en el cuaderno de laboratorio y llevar
el visado del responsable del laboratorio, que serd responsable de que se extremen las
precauciones para evitar roturas y cortes.

Equipamiento de seguridad (especifiquese):

Existe un gradiente de presion desde el exterior al laboratorio. Seguridad personal: batas y dobles
guantes. Cabinas de bioseguridad de tipo BIOII. Centrifugas con cierre de seguridad. Recipientes
y mesas auxiliares para minimizar el riesgo de que se produzca la caida y rotura de recipientes
que contengan microorganismos. Se evitard la utilizacién de material de cristal. Todos los
laboratorios y las cabinas de seguridad estan preparadas para poder realizar una desinfeccion
completa con peroxido de hidrogeno.

Descripcion de la informacion y formacion suministrada a los trabajadores:

Todo el personal adscrito cuenta con la formacion académica requerida para el puesto de trabajo,
mas el entrenamiento especifico proporcionado por su supervisor, mas los cursos de formacién
a los que se refiere el articulo 12 del Real Decreto 664/1997, y la formacién continua obtenida
con la asistencia a cursos y congresos segun lo apropiado a su nivel profesional.

Planes de emergencia y contingencia:

Los planes de emergencia del centro DDW se encuentran integrados en el Plan de Autoproteccion
de los edificios de GLAXOSMITHKLINE, situados en la calle Severo Ochoa, 2 del Parque
Tecnoldgico de Madrid, en Tres Cantos, (MADRID). Este plan de autoproteccion tiene por
finalidad la organizacion de los recursos humanos y los medios materiales disponibles para la
prevencion del riesgo de incendio o de cualquier otro equivalente, asi como para garantizar la
evacuacion y la intervencién inmediata.
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