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Tabla 3: Perfil de control de calidad del banco de células Vero de trabajo LS-10, pru

realizadas sobre el sobrenadante en el pasaje 137°

WA,

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacion
Prueba de deteccién de Mycoplasma Ph. Eur. 5.2.3, Ph, Eur, 2.6.7, edicion actual 8in crecimiento de
mediante el método de cultivo edicién actual Inoculacion en dos medios (liquido y Mycoplasma.
TRS 745 .

sélido).

Incubacidn en condiciones aerobias y

anacrobias.
Prueba de deteccion de Mycoplasma Ph. Eur. 5.2.3, Seglin la Ph. Eur, 2.6.7, edicién No se detectd
mediante epifluorescencia en cultivo edicidn actual actual Mycoplasma mediante
celular TRS 745 Epifluorescencia. epiﬂuorescencia e

cultivo celular.
Prueba de deteccion de agentes Ph. Eur, 5.2.3, Segan la Ph. Eur. 2.6.16, edicidn Ausencia de efecto
extraiios con célutas: edicién actual actual citopitico para cada tipo
- células continuas Vero TRS 745 Inoculacién del sobrenadante en las de céluia.
- cz:uias diploides h:mra['a; iRrS'S monocapas de cada tipo de célula. Ausencia de
~ células primarias de riiié ono e
P Deteccion de efecto citopatico. h_emadsor:cmn para cada
) tipo de célula,

Prueba de hemadsorcidn.
Prueba de esterilidad bacteriana y Ph. Eur. 5.2.3, Ph. Eur, 2.6.1, edicion actual Sin crecimiento
flingica edicién actual iltraci microbiano

TRS 745 Filtracién por membrana.

Cultivo en condiciones aerobias y
anaerobias.
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Tabla 4: Perfil de control de calidad del banco de células Vero de trabajo LS-10, prueb:als.DE =

realizadas en el pasaje 147° (después de un minimo de 10 PDL)

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacion
Observacién al microscopio electrénico Ph. Eur. 5.2.3, Microscopia electrénica | No se observan virus, particulas
(después de la induccibn) edicién actual de transmisién en parecidas a virus, Mycoplasma,
TRS 745 cultivos celulares hongos, levaduras ni bacterias
inducidos (por antes y después de la induccion
yodouracilo por IUDR.
desoxirribosa; IUDR) y
no inducides.
Prueba de deteccién de agentes extrafios en Ph. Eur. 5.2.3, Inoculacion de cada tipo | Sin evidencia de agentes

animales;

por via inframuscular:
- ratones lactantes

- ratones

- cobayos

- conejos

por via intracerebral:
- ratones

edicion actual
TRS 745

de animal

extrafios

Prueba de agentes extrafios en huevos de
gallina embrionados:

Ph. Eur. 5.2.3,

edicidn actual

Inoculacién de cada tipo
Prucba para detectar lae

Sin evidencia de agentes
extrafios

- cavida‘d a.lantoidea TRS 745 presencia de

- saco vitelino . hemaglutininas.

- membrana corioalantoidea

Cocultivo de células intactas con: Ph. Eur. 5.2.3, Subcultivo en Ausencia de efecto citopatico

- células diploides humanas MRC-5

edicion actual

monocapas de cada

para cada tipo de célula.

- células primarias de riiién de meno TRS 745 célula. Ausencia de hemadsorcién para
Deteccidn de efecto cada tipo de célula.
citopatico.
Prueba de deteccidn de
hentadsorcién.
Cocuitivo de células fragmentadas con: Ph. Eur. 5.2.3, Subcultivo en Ausencia de efecto citopatico

- células diploides humanas MRC-5

edicion actual

monocapas de cada

para cada tipo de célula.

- células primarias de rifion de mono TRS 745 célula. Ausencia de hemadsorcién para
Deteccién de efecto cada tipo de célula.
citopitico.
Prueba de deteccidn de
hemadsorcién.
Prueba de tumorigenicidad en ratas recién TRS 745 Inoculacién en ratas Ausencia de tumorigenicidad
nacidas recién nacidas
Prueba de tumorigenicidad en céfulas 3T3 TRS 745 Inoculacion en células < 0,005 focos/ug

3T3 NIH.

A
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Granel de vacuna antipoliomielitica frivalente inactivada en células Yero Sistema de bancos de c¢
caracterizacién y pfhe

Nk

.
Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptw # é':r
% o
Prueba de deteccion de transcriptasa inversa | Ph. Eur, 5.2.3, Método de Rey (método | Ausencia de actividad de he v
edicién actual bioquimico) transcriptasa inversa
TRS 745
/(‘\3 4.4
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sanofi pasteur Seccién 3.2.8.2.3
Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero Sistema de bancos de célu]

caracterizacién y peiEhas, 7.

e &
422  Especificaciones de los bancos de células de trabajo subsiguientes (a partir déHD: " /¢
11) I"q D- [

El perfil de control de calidad que se aplica para los bancos de células Vero de trabajo producidos
(a partir del LS-11) y los posteriores como L.S-12 cumple los requisitos de la Ph. Eur. § 5.2.3
“Cell substrates for the production of vaccines for human use” (sustratos celulares para elaborar
vacunas de aplicacion en seres hurmianos) y las recomendaciones del TRS de 1la OMS n® 878
(1998) Anexo 1 “Requirements for the use of animal cells as in vitro substrates for the production
of biologicals” (requisitos para el uso de células animales como sustrato in vitro para la
elaboracion de productos biolégicos) actualmente vigente, asi como la politica interna.

Estas especificaciones se presentan a continuacion en las siguientes tablas:
s tabla5: pruebas de control de calidad realizadas en el pasaje 137° en las células
e tabla6: pruebas de control de calidad realizadas en el pasaje 137° en los sobrenadantes.

o tabla7: pruebas de control de calidad realizadas en el pasaje 147° (después de un minimo de
10 PDL maés alla del nivel méaximo utilizado para la produccién) en las células.

e tabla8: pruebas de control de calidad realizadas en el pasaje 147° (después de un minimo de
10 PDL mads all4 del nivel méaximo utilizado para la produccién) en los sobrenadantes.

Las especificaciones se presentan en cuatro tablas para mostrar mejor en qué sustrato (células o
sobrenadantes) se lleva a cabo realmente cada prueba.

RA_0302313 Informacién confidencial/propietaria

Pégina 17453 L oxannONTEMILONE  CHRISTANDOMPSUEZ

i rld‘-J
T gTE:En“E{“i’A, S PARTEIR S.A

o






sanofi pasteur

Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero

Seccion 33} .3
Sistema de bancos de g,

LS-11), pruebas realizadas sobre células en el pasaje 137°

Pruebas

Requisitos

Meétodos

Criterlos de aceptacién

Observacién al microscopio
éptico tras Ia fijacién y la
tincidn

Ph. Eur, 5.2.3,
edicion actual

Microscopia dptica

Morfologia celular y catacter{sticas
de multiplicacion de las eélulas

Vero®
Ausencia de alteraciones

citologicas atribuibles a
contaminantes microbianos

Observacién al microscopio
electrénico

Ph. Eur, 5.2.3,
edicidn actual

Microscopla electronica de
transmision

No se observan virus, particulas
parecidas a virus, Mycoplasma,
hongos, levaduras ni bacterias.

Observacion / Segln la Ph. Eur. 2.6.16, edicitn Ausencia de efecto citopdtico
en ¢l dia 14 actual
Microscopia Gptica
Hemadsorei6n / Segun 1a Ph. Eur. 2.6.16, edicidn Ausencia de hemadsorcion
en el dia 14 actual
Contacto con eritrocitos procedentes
de diferentes especies (cobayo,
gallina, mono y ser humana).
Identificacién de células de Ph. Eur, 5.2.3, | Segin la Ph, Eur. 2.7.1, edicién Identificacién positiva
simio edicién actual, | actual
TRS 878 Analisis de isoenzimas {lactato
deshidrogenasa, fosfogluconato
deshidrogenasa, glucesa fosfato
isomerasa) mediante enfoque
isoeléctrico (IEF).
Identificacién de la linea Ph, Eur. 5.2.3, | Huella genética Coincide con las células de
celular continua Vero edicidn actual, referencia
TRS 878

Documento de referencia: “Terasima T. y Yasukawa M.: Biological properties of Vero cells derived from

the present stock, Vero Cells: Origin Properties and Biomedical Applications, Department of
Microbiology, School of Medicine Chiba University. 1988, 32-3 “(1)

/1]
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Tabla 6: Perfil de control de calidad de los bancos de células Vero de trabajo (a partir d%‘i:q <

LS-11), pruebas realizadas en el sobrenadante en el pasaje 137°

Pruebas

Requisitos

Métodos

Criterios de aceptacion

Prueba de deteccidn de
Mpycoplasma por el método de

Ph. Eur. 5.2.3,

edicidn actual

Segflin Ia Ph. Eur. 2.6.7, edici6én
actual

Sin crecimiento de Mycaplasma.

cultive TRS 878 Inoculacién en dos medios (liquido y
solido).
Incubacién en condiciones aerobias
y anaerobias.
Prueba de deteccidn de Ph. Eur. 5.2.3, | Segfin la Ph. Eur, 2.6.7, edicién No se detectd Mycoplasma

Mycoplasma mediante

edicién actual

actual

mediante epifluorescencia en

epifluorescencia en cultivo TRS 878 Epifluorescencia. cultivo celular,
celular
Prucba de deteccitn de agentes | Ph, Eur. 5,2.3, | Segin la Ph. Eur. 2.6.16 Ausencia de efecto citopético para

extraiios con células:

edicidn actual

Inoculacién de los sobrenadantes en

cada tipo de célula.

- células continuas Vero TRS 878 las monocapas de cada tipo de . s
- células diploides humanas célula, gﬁﬁ‘;ﬁ g: g:m;dsomon para
MRC-5 . . e Deteccidn de efecto citopéatico. '
- células primarias de rifion de Prueba de hemadsoreion
1ono rue emacds .
Prueba de deteccion de / Segtn [a Ph, Eur. 2.6.2, edicidén Sin crecimiento de Mycobacteria
Mycobacteria in vitro actual

Inoculacidn 4 medios sélidos y

liquidos adecuados.
Prueba de deteccién de / Inoculacién en cobayos Ausencia de muertes debidas a
Mycobuacteria in vive ' Mycobacteria
Prueba de esterilidad Ph, Eur. 5.2.3, | Ph, Eut. 2.6.1, edicién actual Sin crecimiento microbiano
bacteriang y fdngica edicion actual | Filtracion por membrane, :

TRS 878 Cultivo et condiciones aeroblas y
anaerobias.
m .
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Granel de vacuna antlpolmmlelltlca trivalente inactivada en células Vero

Sistema de bancos de ¢
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%
Tabla 7: Perfil de control de calidad de los bancos de células Vero de trabajo (a partir

LS-11), pruebas realizadas sobre células en el pasaje 147°

caracterizacion y
A

e
-t
4 nt

Pruebas Requisitos Meétodos Criterios de aceptacion
[dentificacion de células de simio Ph. Eur, 5.2.3, Segfin la Ph, Eur, 2.7.1, Identificacién positiva
edicién actual edicidn actual
TRS 878 Anélisis de isoenzimas
{lactato deshidrogenasa,
fosfogluconato
deshidrogenasa, glucosa
fosfato isomerasa) mediante
enfoque isoeléctrico (IEF).
Identificaci6n de la linea celular continua | Ph. Eur. 5.2.3, Huella genética Coincide con las células de

Vero

edicién actual
TRS 878

referencia

Observacion al microscopio dptico tras la
fijacién y la tincién

edicidn actual

Ph. Eur. 5.2.3,

Microscopia dptica

Morfologia celular y
caracteristicas de
multiplicacién de las céiulas
Vero®,

Ausencia de alteraciones

citoldgicas atribuibles a
contaminantes microbianos

Observacién al microscopio electrénico
(después de la induceibn)

edicién actual
TRS 878

Ph. Eur. 5.2.3,

Microscopis electronica de
transtision en cultivos
celulares inducidos (por
yodouracilo desoxirribosa;
IUDR) y no inducidos,

No se observan virus,
particulas parecidas a virus,
Mycoplasma, hongos,
levaduras ni bacterias antes y
después de la induccidn por
TUDR.

Prueba de deteccion de agentes extrafios
en animales:

por via intramuscular;

- ratones lactantes

- ratones

- cobayos

- conejos

por via intracerebral:

- ratones

edicidn actual
TRS 878

Ph. Bur. 5.2.3,

Inoculacion de cada tipo de
animal

Sin evidencia de agentes
extrafios

Prueba de agentes exiraiios en huevos de
gallina embrionados:

edicion actual

Ph. Eur. 5.2.3,

Inoculacion de cada tipo
Prugba para detectar la

Sin evidencia de agentes
extrafios

- cavidad alantoidea TRS 878 presencia de hemaglutininas.

- sace vitelino

- membrana corioalantoidea

Cocultivo de células intactas con: Ph. Bur, 5.2.3, Subcultivo en monocapas de Ausencia de efecto citopético

= ¢élulns continuas Vero
= células diploides humanas MRC-8
« células primarias de rifién de mono

edicién actual
TRS 878

cada célula,
Deteccion de efecto
citopético.

Prueba de deteccidn de
hemadsotcidn,

pata cada tipo de célula,

Ausencia de hemadsorcion
para cada tipo de célula,
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Pruebas Requisitos Métodos Criterios de z{:: EQM"
q %q\ e A
Cocultivo de células fragmentadas con: Ph. Eur, 5.2.3, | Subcultivo en monocapas de | Ausencia de efecto cit%dﬁfic%'
- células continuas Vero edicién actual cada célula. para cada tipo de célula.
- células diploides humanas MRC-5 TRS 878 Deteccitn de efecto Ausencia de hemadsorcién
- ¢€lulas primarias de rifién de mono : citopético. para cada tipo de célula.
Prueba de deteccion de
hemadsorcion.

Documento de referencia; “Terasima T. y Yasukawa M.: Biological properties of Vero cells derived from
the present stock, Vero Cells: Origin Properties and Biomedical Applications, Department of
Microbiology, School of Medicine Chiba University, 1988, 32-5 “(1)
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Tabla 8: Perfil de control de calidad de los bancos de células Vero de trabajo (a par g
LS-11), pruebas realizadas en el sobrenadante en el pasaje 147°

Pruebas Requisitos Métodos Criterios de aceptacién
Prueba de deteccion de transcriptasa Ph. Eur, 5.2.3, | Méiodo de Rey {método Ausencia de actividad de
inversa edicién actual bioquirice) transcriptasa inversa
TRS 878
Prueba de deteccién de transcriptasa Ph. Eur. 5.2.3, PERT (PCR cuantitativa). Ausencia de actividad de
inversa edicién actual transcriptasa inversa
TRS 878

5 Métodos de control

A continuacion se presenta la descripcion de los métodos analiticos y bioldgicos utilizados para
controlar los bancos de células de trabajo (a partir del LS-11).

5.1 Maétodos analiticos realizados en el pasaje 137 con células

5.1.1 Observacién al microscopio optico tras la fijacién y la tincién

e Principio
La prueba consiste en comprobar:

e Las caracteristicas morfoldgicas de las células Vero (morfologia poligonal, presencia de
2 nucleolos, ocasionalmente 3, aspecto del citoplasma...).

o El aspecto tipico de los cultivos de células Vero: propiedades de crecimiento, tiempo
para obtener una densidad celular de saturacion...,

e La ausencia de anomalias citologicas que demuestren la presencia de contaminacién
microbioldgica o viral.

e Equipo
Equipo estandar utilizado en un laboratorio de cultivo celular y viral.

¢ Reactivos

s Medios de crecimiento, medios de mantenimiento suninistrados por produceién: medio
Iscove con 5 % de suero fetal y de ternero, almacenado a +5 °C £ 3 °C, '

s [Etanol absoluto, almacenado a entre +20 °C y +25 °C.
s  Hemalun [1 x C), almacenado a entre +20 °C y +25 °C.
¢ Floxina al 1 % en agua ultrafiltrada, almacenada a entre +20 °C y +25 °C,

o Procedimiento operativo

RA_0302313 Informacion confidencial/propietaria
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o  Siembre las células en cubreobjetos en placas de Petri y cultive a +37 °C £ 11 °Q
menos 5 placas de Petri, 2 cubreobjetos por placa de Petri, alrededor de 6 x 10_5"{‘ g
por placa). 24 DE

¢  Fijelas células al menos en 5 momentos: el dia 1,263,364,7y 14.
s (ambie el medio ¢l dia 7.
e Tifia las células fijadas en cada momento con hemalun y después con floxina.

o Lectura, calculo, resultados

La lectura se lleva a cabo por examen microscopico Optico desde baja (x 4) hasta alta ampliacion
(x 100).

o Criterios de validez

La prueba es valida si al menos el 80 % de las células de control son observables y si el 20 %
restante se rechaza por motivos no especificos (contaminacion bacteriana y fiingica, matraz
abierto, matraz roto...).

5.1.2  Observacién al microscopio electrénico

e Principio

La prueba consiste en comprobar las caracteristicas morfoldgicas de las células y la ausencia de
agentes extrafios contaminantes durante el perfodo de observacion del cultivo celular de control
por microscopia electrénica de barrido (SEM) y de transmision (TEM).

¢ Equipo

Equipo estandar utilizado en un laboratorio de cultivo celular y virologia.

¢ Reactivos
e  Suspension celular de control almacenada a +5 °C £ 3 °C.
e Medio de crecimiento suministrado por el laboratorio de produccion.
e Tampoén de cacodilato sédico 0,15 M (pH = 7,4) almacenado a +5 °C + 3 °C.
s  Solucidn de glutaraidehido al 3 % en tampdn de cacodilato sddico 0,15 M almacenada a
+5+3 °C.
» Procedimiento operativo
Siembre las células en matraces desechables (25 cm?) y cultive a temperatura adecuada.

Fije el cultivo celular al menos en 3 momentos de medicién (generalmente a las 24, 48 y 72
horas). En cada momento:

¢  Coseche el liquido sobrenadante celular de 2 matraces.

o Mezcle el liquido sobrenadante celular con solucidn de glutaraldehido al 3 % (v/v) e
incube durante 30 minutos a +5 °C £ 3 °C.

o Deseche el liquido sobrenadante celular e incube con solucién de glutaraldehido al 1,5 %
durante 30 minutos a +5 °C £ 3 °C,

2 a
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s Deseche la solucion de glutaraldehido y lave una vez con tampén de cacodllato 2
almacenado a +5 °C 3 °C, R

o Llene los matraces con tampon de cacodilato sodico y conserve a +5 °C = 3 °C hasta la
preparacion de los cultivos celulares para los estudios por SEM y TEM.

e Lectura, calculo, resultados

La lectura se lleva a cabo por SEM y TEM.

¢ Criterios de validez

La prueba es valida si al menos el 80 % de las células de control son observables y si el 20 %
restante se rechaza solo por motivos no especificos.

5.1.3  Observacion en ¢l dia 14

El método se describe con el método para hemadsorcion en el dia 14.

5.1.4 Hemadsorcion en el dia 14

s Referencia

Esta prueba se basa en la Ph. Eur. 2.6.16 “Tests for extraneous agents in viral vaccines for human
use” (pruebas para agentes extrafios en vacunas virales para uso en seres humanos).

e Principio
La prueba consiste en comprobar la ausencia de contaminantes virales extrafios en un cultivo

celular de control durante el periodo de observacion.

Los agentes contaminantes se detectan por examen microscopico de un efecto citopatico (CPE)
inducido y/o por hemadsorcion.

e Equipo
Equipo estandar utilizado en un laboratorio de cultivo celular y virologfa.

¢ Reactivos

o Medio suministrado por el laboratorio de produccion (medio 199 con 1 % de suero de
ternero recién nacido), almacenado a +5 °C + 3 °C.

¢ Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) {1 x C] sin calcm ni magnesio, almacenada
a+5°Czx3°C.

s Suspensiones de eritrocitos de cobayo, gallina, mono y ser humano al 0,4 % en tampén
PBS [1 x C], almacenadas a +5 °C = 3 °C.

e Tampdn fisioldgico almacenado a +5 °C + 3 °C.
¢ Procedimiento operativo

Todas las operaciones se llevan a cabo en condiciones estériles.
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caracterlza

La prueba consta de las siguientes etapas:

s Siembra de las células de control (al menos el 5 % del volumen total de las suspgnglﬁones
celulares preparadas o 500 mL de ia suspensién celular a la concentracién de siembra
celular para produccién v1ra1) en medio de crecimiento, a+36°C+1°Cyauna
concentracion de ~4,5 10* células/cm? (= 32 matraces, 220 cm?),

¢ Mantenimiento del cultivo celular a +36 °C = 1 °C durante al menos 14 dias.
¢ Cambios de medio al menos en el séptimo dia del cultivo celular de control.

s  Cosecha, distribucién del liquido sobrenadante al final del periodo de observacién y
almacenamiento a -70 °C.

» Lavado de las monocapas celulares con PBS [1 x C].

o Incubacién de suspensiones al 0,4 % de eritrocitos de cobayo, gallina, mono y ser
humano (O*) en el 25 % de la superficie de la capa celular para cada tipo de eritrocito, a
+5°C+3°C,+20°C-+25°Cy +36 °C+ 1 °C, durante 30 min (2 matraces por tipo de
eritrocito y por temperatura).

Para la prueba de identidad celular, lave la superficie de la monocapa celular necesaria con medio
libre de suero e incube con este medio durante al menos un dia a +36 °C £ 1 °C (2 6 3 matraces).

Tras el periodo de incubacidn, lave otra vez (x 3) las monocapas celulares con PBS [1 x C], antes
de ia tripsinizacién y prepare al menos 2 mL de suspension celular en tampon fisiolégico a una
concentracidn de 5-10° células/mL, almacenar a -70 °C antes de enviarlo al departamento de
bioquimica, responsable de la prueba de identidad.

o [.ectura, calculo, resultados

Los cultivos se comprueban por microscopia dptica invertida (objetivos x 4 — x 10), al menos
antes de cada cambio de medio, al final del perfodo de observacion y después de la prueba de
hemadsorcidn.

Los resultados se expresan como ausencia (0) o presencia (+) de efecto citopatico (CPE) y/o
hemadsorcidn.

¢ (riterios de validez

La ptueba se considera vélida si se cumplen los siguientes 'requisitos:
o Se puede observar al menos el 80 % de la superficie celular al final de la prueba.

o El 20 % restante se rechaza por motivos no especificos (contaminacién bacteriana,
matraz abierto, matraz roto...).

1)\ /]
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Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero Sistema de bancos de células,
caracterizaoiyn, y-pruebas
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5.1.5 Identificacion de células de simio \\ -. ---------- dé?
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5.1.6  Identificacion de la linea celular continua Vero (huella genética)

¢ Prncipio

Se extrae y cuantifica el ADN de las células Vero. Se trata con enzimas de restriccién que cortan
el ADN en fragmentos de diferentes tamafios. Estos fragmentos se separan por electroforesis y se

transfieren a una membrana de nailon. Para la deteccidn, una sonda radiactiva o una sonda
marcada con DIG se hibrida con los fragmentos de ADN.

Se utilizan las siguientes enzimas de restriccion:

o Tagl
o Pvull
o Hind IIl

La sonda utilizada es un ADNc cuya secuencia de nucledtidos corresponde al gen HLA de clase L
Esta sonda celular humana muestra un polimorfismo discriminante, lo que permite la
caracterizacion de la linea celular Vero y su distincion de otras células de primates y humanas.
Las diferencias observadas también pueden discriminar células Vero de diferentes origenes.

+ Equipo
Equipo habitual de laboratorio de biologia molecular.

s Reactivos
o  Solucion de NaCl 10 mM - EDTA 10 mM.
o Clorhidrato de guanidina 6 M
e Acetato amoénico 7,5 M
» Proteinasa K a razon de 10 mg/mL
e Etanol
¢ N-lauroilsarcosina al 20 %
s Tris-EDTA [1 x C] pH = 8,0 (TE)
o Tampén TAE (Tris, acetato, EDTA) [10 x C]
e Tampdén TBE (Tris, borato, EDTA) [5 x C]
e Tampoén SSPE [20x C]
e Agarosa SeaKem (p. gj.: TEBU)
¢ Bromuro de etidio
e SDSal20%
o ADN desnaturalizado de esperma de salmén (10 mg/mL)
¢ Formamida desionizada
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sanofi pastéur Seccion 3.2.5.2.3
Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero Sistema de bancos de células,

e Columnas NICK™

‘o Kit de marcado de ADN cebado al azar (p. ej.: ROCHE).

o  Enzimas de restriccion: Hind Iil, Pvu I, Tag I (p. ej.: ROCHE).
¢ Sonda de HLA de clase I (HLA B7) aislada por SOOD et al., (1981).
o Nucledtido dGTP marcado con 2’2P (p. €. Amersham)

o AP antidigoxigenina (150 U/200 pL).

e Reactivo CDP-star, listo para usar

s DIG Easy Hyb

o Conjunto de tampén de lavado y bloqueo DIG

s Agua sin nucleasas.

»  Muestras utilizadas:
e  Células Vero correspondientes a los lotes de produccién
o Células Vero de ATCC (referencia)
¢ Se pueden incluir en la prueba otras células de primates, células humanas y células
de otras especies como controles (p. €].: células MRC-5, PER-C6, CHO como
control negativo). '

¢ Las células se suspendieron en NaCl al 0,9 % a una concentracion de
5 x 107 células/mL.

e Procedimiento operativo
1) Extraccion del ADN gendmico

Lave las células descongeladas dos veces con solucion de NaCl 10 mM - EDTA 10 mM en tubos
de 50 mL (centrifugacién 10 min - 1000 rpm +4 °C).

Homogeneice el microgranulo en:

14 mL de clorhidrato de guanidina 6 M
1 mL de acetato aménico 7,5 M

1 mL de N-lauroilsarcosina al 20 %
200 pL de proteinasa K (10 mg/ml.)

Incube en bafio de agua durante | horaa +55°C+1 °C

Enftie los tubos a temperatura ambiente y agregue 30 mL de etanol: se forma la esfera de ADN.
Lavar el ADN dos veces con etanol al 70 %.

Vuelva a suspender el ADN en TE [1 x C] pH = 8,0 0 en agua libre de nucleasas hasta obtenet un
gel homogeéneo.
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Granel de vacuna antipoliomielitica trivalente inactivada en células Vero Sistema de bancos de células,

caracterizacion y prughas

2) Cuantificacion del ADN

Determine la absorbancia de las soluciones de ADN a 280 nm y 260 nm.
e  Analisis de proteinas a 280 nm
¢ Anadlisis de ADN de doble cadena a 260 nm

La proporciéon DO 260 nm/DO 280 nm debe ser mayor o igual que 1,6.

La unidad de DO a 260 nm corresponde a una concentracién de ADN de 50 pg/mlL.
3) Digestién de ADN gendmico por enzimas de restriccion

Es necesario observar las siguientes reglas:

s El volumen minimo de mezcla de reaccion para 8 ug (con sonda radiactiva) o para 20 ug
(con sonda marcada con DIG) de ADN son 40 uL de ADN.

e Lleve a cabo la digestion con 32 U (para radiomarcacién) o con 40 U (para marcacidn
con DIG).

s El volumen de enzima no debe superar 1:10 del volumen total de reaccion.
¢ Utilice tampones especificos para cada enzima.

Pipetee en el orden siguiente: agua, tampdn enziméatico, ADN y enzima de restriccion,

Incube en bafio de agua durante 5 horas a +37 °C = 1 °C para Hind Ill y Pvu Il y
a+65°Czx1°C para Taqg 1.

4) Separacion de fragmentos de ADN por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %.
Inocule muestras de 40 pL en cada pocillo.

No olvide el marcador de tamafio (p. ej.: ADN de fago lambda digerido por Hind III).
Procese durante 40 horas a alrededor de 32 V.,

Después de la electroforesis, tifia el gel con solucion de bromuro de etidio,

5) Transferencia al vacio de los fragmentos de ADN del gel de agarosa a una membrana de
nailon

1? etapa: despurinizacion con HC10,25N, 1 h.
2% etapa: desnaturalizacion con NaOH 0,4 N, 4 h.
Al final de la transferencia, marque los pocillos.

Enjuague la membrana dos veces durante 10 minutos en SPPE [2 x C] y seque en el horno a
+80 °C,

[\ /]

RA_0302313 Informacién confidencial/propietaria _
Pagina 28 de 53 A‘MONTEM!LONE CHE STIAN POMIMEUEZ
D TORA T Diasiad S LUFRAGY
QAMAFI PASTELIR 8.4, SANOF! PASTENR S.A.






