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Figura 3 Flujo de Proceso de Purificacion de la proteina recombinante de fusién fHbp
Pardmetros Controlados Proceso Controles En-Proceso

Parémetros; Cromatografia de Pureza mediante SDS-PAGE
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A continuacion, se proporclona un flujograma de la produccion del granel concentrado de la proteina
recombinante de fusion fHbp en la Figura 4.

Flgura 4 Descripeion General del Proceso de Elaboracion para la proteina recombinante
de fusién fHbp
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2.3

2.3.1 Procedimiento de Elaboracion para la Semilla Maestra
Un diagrama de flujo del proceso de elaboracion utilizade para producir semillas Maestra se

Flujos del proceso de elaboracion - Semilla Maestra y Semilla de Trabajo

proporciona en [a Figura 5. La semilla Maestra S815P8MS01 (50 viales) fue preparada utilizando este

método.

Figura 5

Procedimiento de Elaboracién para Semillas Maestra

Parametros Controlados

Proceso

Controles En-Proceso

Semilla Parental
(2 viales)

Temp. de Incubacion; 35-37°C
Agitacion; 250 rpm

inoculacién de
2Botellas x 11
conteniendo
medio LB-PTK (200 ml)

y
solucion de kanamicina 1%
(0,6 ml)
(cada botella inoculada con 0,5 ml
de suspension bacteriana)

Temp. de Incubacion: 35-37°C
Agitacion: 250 rpm

Inoculacién de
2 Botellas x 51
conteniendo medio
LB-PTK {1500 ml)

y
solucién de kanamicina 1%
(4,5 ml)
(cada botella inoculada con 50 ml
de suspension bacteriana)

{Pureza de Cultivo confirmada}

Agitacién

Seleccionar una botellade 51
Agregar glicerol estéril {150 ml)

Agitacion

Distribucion en viales estériles
desechables

{aproximadamente 1 ml por vial)

Rotulado

Congelacion
{-70/-80°C}

Transferencia de viales de
Semilla Maestra
a Congelador de Nitrégeno
Liquido para
almacenamiento a largo plazo

Coloracién de Gram
(Pureza de Cultivo confirmada)

Densidad Optica (1,0-1,5)

Las botellas que fallan en pureza
se descartan.

Coloracion de Gram

Densidad Optica (2,0-2,5)
Recuento de Colonias {Resultado
de Registro}

Las botellas que fallan en pureza
se descartan.

Las botellas se eligen en base a
su densidad optica mas alta'

Pruebas de liberacién
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232 Procedimiento de Elaboracién para la Semilla de Trabajo
Un diagrama de flujo del proceso de efaboracion utilizado para producir semillas de Trabajo se
proporclona en la Figura 6. La Semilla de Trabajo S815P10WS01 (300 viales) se prepard utlizando

este matodo.
Figura 6 Procedimiento de Elaboracion para la Semilla de Trabajo
Parametros Controlados Proceso Controles En-Proceso
Semilla Maestra
(2 viales)
Temp. Incubacién: 35-37°C Inoculacion de Coloracion de Gram
| Agitacién: 250 rpm 2Botellas x 11 (Pureza de Cultivo confirmada)
_conteniendo Densidad Optica (1,0-1,5)
medio LB-PTK (200 ml)
y
solucién de kanamicina 1% | Las botellas que fallan en
(0,6 mi) pureza se descartan,
{cada botella inoculada con 1
ml de suspensidn bacteriana)
Temp. Incubagion: 35-37°C Inoculacion de Coloracion de Gram
Agitacion: 250 rom 2Botellas x 51 (Pureza de Cultivo confirmada)
conteniendo medio Densidad Optica (2,0-2,5)
LB-PTK (1500 ml) ., | Recuento de Colonias
(4,5 ml)
(cada botella inoculada con 60
ml de suspensién bacteriana) | Las botellas que fallan en
pureza se descartan.
Agitacién Seleccionar una botella de | Las botellas se eligen en base
5] a su densidad Gptica més alta.!
Agregar glicerol estéril (150 ml)
Agitacion Distribucion en viales
estériles desechables
(aproximadamente 3 ml por
vial)
Rotulado
Congelacién Pruebas de liberacion
(-70/-80°C)
Transferencia de viales de
Semilla De Trabajo
a Congelador a -80x10°C
para almacenamiento a
largo plazo //)
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Estabilidad Genética
Un estudio lievado a cabo por Sandoz ha verificado la integridad del plasmido de la cepa de

produccion en la escala de produccion de 3000 1. Las células al final de fa produccién se analizaron
para la integridad de! plasmido. Todas las secuencias de nucledtidos evaluadas exhiben 100% de
identidad con la secuencia esperada del cassette de expresion para la proteina recombinante de
fusion fHbp. Estos resultados demuestran que la estabilidad genética de la cepa de produccion se

mantiene todo a lo largo de la ampliacion de cultivo a la escala de produccion de 3000 litros.

2.4 Control de Materiales

2.4.1 Fuente-Historia-Semilla
El constructo genético utilizado para la expresion bacteriana de la proteina recombinante de fusion

fHbp de Neisseria meningitidis (N. meningitidis) fue generado por tecnologia estandar de ADN
recombinante. La expreslén proteica de la proteina recombinante de fusion fHbp se realizo en células
de Escherichia coll (E. cofi) utilizando un slstema de vector plasmidico de expresidn extracromosémica
Inducido por isopropil-g-D-tiogalactopiranésido (IPTG).

2.4.2 Sistema de Banco de Semillas, Caracterizacion y Pruebas
Los antecedentes de pasaje de las semillas Maestra y de Trabajo para Escherichia coff BL21(DES3)

936-741-K ) en uso al momento de escritura del informe se proparcionan en Figura 7

Figura 7 Antecedentes de pasaje de E. coli BL21(DE3) 936-741-K (BBC#815)

E. coli BL21(DE3) 936-741-K

Preparada en Centro de
Investigacién Novartis

! P1-P4
Depositada en Bacterioteca
como
BBC# 815
01 Octubre 2001
5 viales
i P5-P8
Semilla Parental S815P8SP01
12 Octubre 2001
10 viales
l
l PS
Lote Semilla Maestra
S815P9MS01
17 Octubre 2001
50 viales
I} P10
Lote Semilla de trabajo
S$815P10WS01
18 Octubre 2001
300 viales
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2.4.3 Elaboracion de Rutina

Los medios y soluciones utilizados en las etapas de inoculacion y fermentacion para la elaboracion del
granel concentrado de proteina recombinante de fusion fHbp se proporcionan en la Tabla 1. Un
resumen de los tampones y soluciones utilizadas en las etapas de homogeneizacion, centrifugacion,
aislamiento, y purificacion se proporciona en Tabla 2,

Tabla 1 Medios y Soluciones Utilizados en las Etapas de Inoculacién y Fermentacién

para el Proceso de Elaboracion de la proteina recombinante de fusién fHbp

Medio/Solucién Descripcién Uso

M1269 suplementado con Medio 1269 suplementado con 30 pg/mide | Inoculacién de
sulfato de kanamicina y sulfato de kanamicina y 10 pg/mi clorhidrate | botellas de cultivo con
clorhidrato de tiamina de tiamina . semilla de Trabajo

Medio de Fermentacién de
Semilla (M1269 Medio 1269 suplementado con 30 pg/mide | Fermentacién de-

suplementado con sulfato de | sulfato de kanamicina, 10 ug/ml clorhidrato de | Semilla a escala de 90
kanamicina, clorhidrato de tiamina, y 0,1 ml/l de PPG |
tiamina, y PPG}

Solucion de 38 g/t glicerol, 7 g/l sulfato de
amonio, 4 g/t fosfato diacido de sodio, y 7 g/l

o de sulfato de potasio, 0,1 mil PPG, 2 g/l Fermentacién
g;?};%rigzgﬁal de sulfato de magnesio, 10ug/ml clorhidrato de | Principal a escala de
tiamina, y 0,01 ml/i 1000x solucion de 3000 |
elementos fraza

Medio Principal de
Fermentacion,
suplementado con IPTG

Medio Principal de Fermentacion

suplementado con 1 mM IPTG Induccion proteica

IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido; PPG: Polipropilenglicol

Tabla2 Composicion de Tampones Utilizados en Procesos de Homogeneizacion,
Solubilizacién, Aislamiento y Purificacion

Etapa de Aislamiento

o Purificacion /Resina Composicion Propésito

Resuspensién de la pasta de céiulas
previo a la homogeneizacion y
después de centrifugacion

Homogeneizaciony | Tampén 20 mM NaH2PO4 (pH 7,0 +
Centrifugacion 0.1)

Enjuague de la columna previc ala

Agua para Inyeccion
guap y carga

Pre equilibramiento de la columna,

Cromatografia de 2 M NaCl regeneracién de la columna

Captura/ SP
Sepharosa Flujo Tampon 20 mM NaHzPOs (pH 7,0 £ | Equilibramiento de la columna,
Rapido 0,1 enjuague después de la carga
Tampon 20 mM NaHaPQ4 + ; o
150 mM NaCl (pH 7.0 £ 0,1) Tampon d Elcion D\
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