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Conclusion

Se generaron datos satisfactorios & través de 48 meses para el granel concentrado de la proteina
recombinante de fusion NHBA cuando se aimacenaron & -20°C £ 5°C 0 a-70°C + 10°C, Ademés,
el almacenamiento a 5°C + 3°C durante hasta un mes no impacté en la establlidad del granel.
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PRINCIPIO ACTIVO

Proteina Recombinante de Fusion fHbp

1) INTRODUCCION GENERAL

1.4 Caracterizacién

11,2 Elucidacién de la Estructura y otras Caracteristicas

La proteina recombinante de fusion beb (protelna 936-741) es un producto de proteina de fusién de
936 y 741 (Proteina de Union al Factor H o fHBP). La proteina 741 es el componente antigénico
principal mientras que 936 es una proteina accesoria que aumenta la inmunogenicidad de su
contraparte fusionada. En la naturaleza, la Proteina de Unidn al Factor H (741) se expresa
ampliamente sobre la superficie celular de Nelsseria meningitidis (N. meningitidis) y se une al factor H
humano, un inhibidor de 150 kDa de la via de complemento alternativa (un componente innato de Ia
defensa naturél del sistema inmune contra una infeccidn que no esta mediada por las células B o T).
La union del factor H aumenta la capacidad de N. meningitidis de resistir el asesinato mediado por
complemnentos, preporcionando asi una estrategia efectiva para evadir los mecanismos de defensa del
huésped (Madico et al., 2006; Seib et al., 2009). Los anticuerpos dirigidos contra fHBP pueden mediar
la actividad bactericida del suero {por e]., la bacteriolisis directa a través de la via clasica de
complemento) pero también puede bloquear la unién de fH aumentando la susceptibilidad de
asesinato por la via de complemento alternativa (Feavers and Pizza, 2009),

La Proteina 936 esta derivada de la Cepa 2996 del serogrupo B de N, menfhgiﬁdis y fa Proteina 741
esta derivada de la Cepa MC58 del serogrupo B. Las Proteinas 936 y 741 también se identifican en la
literatura como Antigenos GNA2091 (o NMB2091) y GNA1870 {0 NMB1870) derivados de Genomas,
respectivamente, con base en la mineria de genomas o el enfoque de vacunologia inversa (Giuliani et
al., 2006). La proteina de fusion se expresa via fermentacion bacteriana por métodos de tecnologia
estandares de ADN recombinante en Escherichia coli (£, coli) por el uso de un sistema de vector de
plasmidos, de acuerdo con lo brevemente descripto a continuacion.

L.a proteina recombinante de fusion fHbp esta compuesta por 26-202 Aminoacidos de Antigeno 936 v
por 23-274 Aminoécidos de Antigeno 741, donde Iés dos profeinas estan vinculadas por dos
aminoacidos. El género de fusion se clond en el Vector de Expresion pET-24b(+). El clon resultante,
936-741-K, se introdujo posteriormente en la cepa BL21(DE3) de E. cofi, donde la expresion de la
proteina recombinante de fusién fHbp se indujo por IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosida).

La proteina de fusion se cosecha via centrifugacién, se filtra, y purifica a través de un serie de
columnas cromatogréfices. Los pasos de purificacién eliminan la mayorla de las proteinaside células

huésped de E. cofl. Ademas, los pasos cromatograficos dan lugar a reduccién en

endotoxinas. Luego de los pasos de purificacion de columna, el granef re 0
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diaflitraclon seguido por un paso de flitraclon de 0,2 um. El granel concentrado se almacena 8 £ -
15°C.

Propiedades de la Proteina

La secuencia de aminodcidos predicha a partir de la secuencia de nucledtidos conocida para Ia
proteina recombinante de fusion fHbp da cuenta de una cadena de polipéptidos de 434 aminoacidos
con un punto isoeléctrico teérico (pl) de 5.1.

El principio activo, proteina recombinante de fusion fHbp, purificado tiene un peso molecular tedrico
(PM) de 46,253 Da con base en la secuencia de aminoacidos derivada a partir de los céiculos por el
servidor de Protedmicas del Sistema de Anélisis Experto (Expasy)}. La masa molecular promedio de 46
kDa se confirmé por el analisis de masa ESI-g-Tof.

El andlisis SDS-PAGE bajo condiciones de reduccion, utilizado para determinar la pureza de la
proteina recombinante de fusion fHbp en el granel, ha confirmado la presencia de una banda de
polipeptido simple con un PM aparente de aproximadamente 45 kDa,

Niveles de Estructura de la Proteina

Se evaluaron las estructuras principal, secundarias, terciarias, y cuaternarias del principio activo 287-
953. La secuencia de aminoacidos fue confirmada por digestién enzimatica y S-carboximetilacidn
{RPC) bajo condiciones de reduccidn, seguido por cromatografia liguida de alto rendimiento de fase
inversa (RP-HPLC) - espectroscopia de masas ESI g- TOF. Las estructuras secundarias v terciarias
fueron confirmadas por dicroismo circular y fluorescencia. La estructura cuaternaria se evalud por
Cromatografia liquida de alto rendimiento-Dispersion de Luz Laser de Angulos Mltiples con Exclusion
de Tamafio (SEC HPLC), que confirmé que el peso molecular [ote a lote y el radio hidrodinamico eran
consistentes.

Caracteristicas Fisico-quimicas
El principio activo purificado en solucién de tampén es un liquido claro incoloro, esenciaimente libre de
particulas visibles.

Caracteristicas Bioldgicas e Inmunolégicas
Los estudios de caracterizacion biolégica e inmunolégica se sintetizan en la siguiente tabla.

Tabla 1 Estudios de Caracterizacion Biolégica e Inmunoldgica

Descripcion del Estudio Referencia
Funcién de la Proteina de Unidn al Factor H (Antigeno 741)
expresada sobre la superficie celular de N. meningitidis en la Feavers and Pizza, 2009

inhibicion de la via de complemento alternativo humana.

Produccion de anticuerpo bactericida contra 741 en ratas infantes | Masignani et al,, 2003

Produccion de anticuerpo bactericida contra 741 en sujetos Giuliani et al,, 2010

humanos.

Estudio de variabilidad genética en el extremo terminal C de 741 R

meningococica natural. Giuliani et al., 2005 i

Analisis RMN de un epitope inmunodominante. Cantinhet al,, 2006 l/\
Estudio de unin de 741 a fH en presencia de complemento. Magicg\gy —
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Preparacién de proteina de fusion 936-741, Giulianl et al., 2006

113 Impurezas

Impurezas relacionadas con el Proceso
Impurezas relacionadas con el Proceso Endogeno

Las impurezas relacionadas con el proceso endégeno incluyen ADN, proteinas de las células huésped
(HCP), y endotoxina. La depuracion de las tres impurezas se tomo en cuenta en la validacion del
proceso, donde el control de impurezas se demostré en pasos intermedios y en el nivel de granel
concentrado.

1
Las impurezas relacionadas con el proceso exégeno incluyen Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosida

(IPTG), polipropiien glicol (PPG), y kanamicina, IPTG y PPG se tomaron en cuenta en la validacion de

mpurezas relacionadas con el Procese Exogeno

depuracidn para la proteina recombinante de fusidn fHbp. Se llevé a cabo un célculo del peor
gscenario de la cantidad de impureza de kanamicina relacionada con el proceso exégeno
potencialmente presente en la formulacién final y se determind que era de 0,75 ng/dosis. En este
célculo se supuso una mayor concentracion de cada antigeno que la planeada. Una evaluacion
toxicologica, llevada a cabo para evaluar el riesgo de la exposicion de infantes a kanamicina por
vacunacion, indico que no existen problemas de seguridad asociados con 0,75 ug de kanamicina por
dosis. La cantidad esperada de kanamicina en una dosis simple en concentraciones propuestas de

antigeno seria de aproximadamente 0,004 ug.
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2) PROCESO DE PRODUCCION

2.1 Elaborador

Nombre y Domicilio

Responsabilidad

Novartis Vaccines and Diagnostics S.Ir.l.'
Bellaria-Rosia

Elaboracion, almacenamiento, y pruebas de
control de calidad de las Semillas Maestra y de

53018 Sovicille Trabajo
ltalia |

[ Pruebas de control de calidad
(Rosia)

Liberacidn de lote del granel concentrado de la
protelna recombinante de fusion fHbp

Novartls Yaccines and Diagnostics S.1.l,
Via Fiorentina, 1

Almacenamiento {coplas) y pruebas control de
calidad de fas Semillas Maestra y de Trabajo

53100 Siena

[talia

(Siena) Pruebas de confrol de calidad

Sandoz GmbH Fermentacion, cosechado, y purificacién de la
Biochemiestrafte 10 proteina recombinante de fusion fHbp

A-6250 Kundi

Austria Pruebas de control de calidad

(Kundl)

2.2 Descripcion del proceso de elaboracién y controles del proceso

Proceso de Fermentacion

La produccién se basa en un sistema de lote de semillas. Se utiiizan semillas de trabajo de E. coff
BL21(DE3) 936-741-K (que contienen el plasmido codificante para la proteina recombinante de fusion
fHbp) para preparar un inbculo, Durante el paso de fermentacion, se expanden las células de £, cofi, la
proteina recombinante se expresa intracelularmente (luego de la adicion de isopropil-g-D-
tiogalactopirandsido), y se cosecha. Un lote de fermentacion se define como el producto de una
operacion de fermentacion simple hasta la cosecha. Un diagrama de flujo detallado del proceso de
fermentacion, con controles de parametros y en-proceso identificados, se proporciona en la Figura 1.

Proceso de Aislamiento

Una vez cosechado el caldo, las bacterias se separan del sobrenadante via centrifugacién. El
sobrenadante se descarga y con el fin de aislar la proteina recombinante se homogeneiza la pasta
celular resultante. Luego de la homogeneizacion el materiai se centrifuga y se aplica a una
cromatografia en columna. Un diagrama de flujo detaltado del proceso de aislamiento, con los
parametros controlados y controles en proceso identificados, se proporciona en la Figura 2.
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