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Lista de abreviaturas: vea la seccién 2.3 Resumen general de calidad, introduccion.

1  Materiales de origen biolégico utilizados en la elaboracién del
antigeno de superficie de la hepatitis B

1.1 Panorama de la evaluacion de seguridad de agentes extraiios

La evaluacién de seguridad de agentes extrafios en relacion con los materiales de origen bioldgico
se basa en: : .

o Laseleccion (incluido el origen) y el control de los reactivos y materiales de inicio;

e Las indicaciones del departamento de Garantia de calidad para dar seguimiento a la calidad
del producto;

¢ Los controles durante el proceso y las pruebas de liberacion aplicados durante todo el proceso
de produccion del principio activo (por ejemplo: pruebas de esterilidad y carga bioldgica);

o Laesterilizacion de medios de cultivo, tampones y soluciones;
¢ El disefio del proceso de elaboracidn del principio activo (por ejemplo, filtraciones).

Los tltimos tres puntos se tratan en mayor detalle en la seccién 3.2.A.2 Evaluacién de seguridad
de agentes extrafios.

El primero se trata a continuacién en relacion con los materiales de origen rumiante en el contexto
de la encefalopatia espongiforme transmisible (EET).

1.2 Materiales de origen biologico

Todos los materiales cuyo origen es una especie animal relevante para la EET (ganado bovino,
ovino y caprino) deben cumplir con la Ph. Eur. 1483 y 5.2.8 en cuanto al riesgo de transmision de
la encefalopatia espongiforme animal.

Estos materiales deben provenir de paises que no han notificado casos de EET o bien que hayan
informado una baja cantidad de casos autdctonos, y que cuenten con una legislacion especifica
establecida que garantice la calidad de la alimentacidn de los rumiantes y con un servicio
veterinario eficaz, capaz de detectar los casos de EET. El origen forma parte de las
especificaciones de liberacion.

La Direccién Europea para la Calidad de Medicamentos (EDQM) certifica que los materiales
cuyo origen es una especie animal relevante para la EET (que no sean leche ni derivados lacteos)
son adecuados para utilizarse en un proceso de elaboracion de productos medicinales mediante la
entrega de un Certificado de Idoneidad (COS).

Durante ¢l proceso de elaboracion del HBsAg, se utiliza sélo un material de origen bioldgico; vea

la Tabla 1.
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Tabla 1: Materiales cuyo origen es una especie animal relevante para la EET
elaboracion del antigeno de superficie de la hepatitis B

Materiales Certificado de Especie y Categoria Pais de origen de | Medio/reactivo Paso de
idoneidad tejidos de de los animales fuente | que los contiene |  elaboracion
los cuales se | infectividad
obtiene ¢l
material
Desoxicolate | R1-CEP Bilis bovina | C Argentina, Tampdn de Etapa 1.8:
de sodio Australia, Brasil, desorcién Desorcidn
OOC) 2000-335- Canada, Colombia,
Rev 01 Costa Rica,
Paraguay, Uruguay,
Venezuela, EE. UL,
México, Sudéfrica,
India.

1.3 Control del material cuyo origen es una especie animal relevante para la EET

La especificacitn interna (pruebas y criterios de aceptacion) para el material de origen biologico
utilizado en la elaboracion de] antigeno de superficie de la hepatitis B se presenta a continuacion,

1.3.1 Desoxicolato de sodie (DOC)

Las especificaciones internas para el desoxicolato de sodio (DOC) se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2: Especificaciones internas para el DOC %‘%ﬁg“—"&'

Prueba

Criterlos de aceptacidn

Aspecto Polvo de color blanco a ligeramente beige
Solubilidad en agua Soluble

Solubilidad en alcohol Soluble

Color de la solucién (1 g en 10 ml de agua) . Incoloro a levemente amarilio
Formacién abundante de espuma al agitarse con agua Positiva

(1 g en 30 ml de agua)

Identificacion:

- Reaccién de sodio Positiva

- Espectrofotometria de absorcién infrarroja

Conforme al espectro de referencia

Materia insoluble Méximo 0,2%
pH (5% p/v en agua) 72-95
Pérdida en el secado (100°C - 105°C; peso constante) Miéximo 6,0%
Rotacién éptica (20/D) (2% p/v en agua) +42,0° a +46,0°

Sodio (absorcién atdmica}

Aproximadamente 5,5%

Ensayo

Minimo 98,0%, expresado como desoxicolato de sodio, calculado
en la sustancia seca

Origen (bovino)

- Cumple con la Ph. Eur. 1483 y la Ph. Eur. 5.2.8 segiin 1a
revision de la documentacién del proveedor y la versién
actual del COS

Aprobado
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Lista de abreviaturas: vea la seccion 2.3 Resumen general de calidad, introduccion.

1 Fuente, historia y generacion de los sustratos celulares

1.1  Descripcion general de Ia linea celular

El sustrato celular se establecié de acuerdo con la Nota guia sobre la produccion y el control de
calidad de los productos medicinales derivados mediante tecnologia de ADN recombinante
(3AB1a).

La Hansenula polymorpha es una especie de levadura de presencia generalizada en el suelo, el
agua y sobre las frutas. No es patogénica para los animales ni los seres humanos, no produce
toxinas, no esta sujeta a infecciones por virus y se considera segura para manipulaciones
gendticas.

1.2 Historia de la linea celular
1.2.1 Fundamento de la seleccién

1.2.1.1 Origen de las células

Esta cepa ya se ha aplicado en la construccion de varias cepas recombinantes industriales. Se
observd una muy elevada productividad y facilidad de aumento de escala en todas las cepas
obtenidas hasta la fecha. H. polymorpha, que se utiliza como huésped para la expresion de genes
heterélogos, es una levadura de presencia generalizada que comparte la fisiologia caracteristica
del tipo de levadura con la levadura de panaderia Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis
y otras levaduras industriales. Una caracteristica distintiva de H. polymorpha es que puede crecer
con metanol como unica fuente de energia y carbono. Su crecimiento en metanol o los
denominados aziicares no represibles da por resultado la induccion de enzimas clave del
metabolismo del metanol, a saber: MOX (metanol oxidasa), DHAS (dihidroxiacetona sintasa) y
FMDH (formato deshidrogenasa). Estas enzimas pueden constituir hasta un 30-40% de la
proteina celular total.

Una versién mutante auxétrofa del gen URA3 de Hansenula polymorpha (cepa RB11 deficiente
en orotidina-5’-fosfato descarboxilasa) sirve de célula huésped para expresar el gen del HBsAg.

El gen del HBsAg se inserta entre el promotor FMDH y el terminador MOX para inducir la
expresion de HBsAg en presencia de metanol. Vea la Figura 2. '

1.2.1.2 Fecha y condiciones de recepcion

La cepa de Hansenula polymorpha RB11 fue elegida por Rhein Americana (= Rhein Biotech)
en 1990 luego de un exhaustivo estudio sobte la seguridad ecoldgica de los organismos

[
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recombinantes iniciado bajo la supervision de un Comité Asesor en el cual participaro - &'
integrantes del Comité Central Aleman de Seguridad Biolégica, el Ministerio de Cienc
Técnica y varios cientificos destacados de universidades y empresas.

La cepa de Hansenula polymorpha se elabord sobre a base de las recomendaciones de la Ph. Eur.
(monografia 1056) y fue elegida como modelo bien conocido de uso comin por Rhein Americana
(posteriormente adquirida por sanofi pasteur).

1.2.1.3 Insercién del gen y fuentes de vectores plasmidos

El vector de expresion de HBsAg se construye insertando el fragmento EcoRI/BamHI que
codifica el HBsAg (subtipo adw2) en el sitio de clonacién muiltiple del vector de expresion
pFPMTI121 de H. polymorpha, basado en un marcador de seleccion de URA3 y el promotor
FMDH. El extremo 5° del gen de HBsAg se fusiona con el promotor FMDH y el extremo 3’ con
el terminador MOX. Las secuencias de los sitios de fusién se muestran por separado en

la Figura 2. El vector de expresion resultante se denomina pFPMTsadw,. En la Figura 1 se
presenta su mapa fisico. La clonacién del promotor FMDH se describe en la Especificacién de
Patente Europea 0299 108 B. Esta construccién permite una expresion eficiente del HBsAg en la
levadura Hansenula polymorpha.

El vector de expresion del HBsAg

El vector de expresidn utilizado para expresar el gen del HBsAg esta basado en el plasmido
pBR322 y contiene los siguientes elementos:

e Esqueleto de pBR322 de E. coli estdndar, que incluye el origen de la multiplicacién de E. coli
(ori);

o Gen de resistencia a la ampicilina para la seleccion en E. coli;

¢ Gen marcador selectivo auxdtrofo que complementa la deficiencia auxétrofa del huésped
(gen URA3J);

¢ Secuencia de multiplicacién auténoma de H. polymorpha (HARS);

¢ Un casete de exptesidn que contiene el promotor FMDH (1200 bp) y el terminadot MOX
(alrededor de 300 bp) para la insercién de los genes extrafios.

Los vectores se integran en el genoma huésped de Hansenula polymorpha bajo la forma de
estructuras multiméricas cabeza - cola.
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Figura 1: Mapa del vector plasmido pFPMTsadw2
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Figura 2: Secuencia de los sitios de fusion entre el gen del HBsAg y ia FMDH

Fusién promotor FMDH/gen del HBsAg:
TT CAT CGG GAA TTC ATG GAG AAC
Promotor FMDH EcoRI | Gendel HBsAg
. ﬁ " ﬁ
Fusion gen del HBsAg/terminador MOX:
TAC ATT TAA GGA TCC CCC TCG CGG AC
Gen del HBsAg BamHI Terminador MOX
—_—
El gen del HBsAg

La codificacion genética del HBsAg se aisla a partir del suero de un paciente con una infeccion
cronica por el virus de la hepatitis B mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y se
inserta por medio del fragmento EcoRI/BamHI en el vector pldsmido. La codificacion genética
del HBsAg contiene alrededor de 678 bp y el HBsAg es un antigeno de 226 aminodcidos del
subtipo adwz (S adw,).

La secuenciacién N-terminal del HBsAg purificado elaborado en H. polymorpha reveld la
identidad de los 19 aminoécidos N-terminales en la proteina con la secuencia de aminodcidos
deducida. Vea la Figura 3.
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Figura 3: Secuencia de ADN del gen del HBsAg y secuencia de aminodcidos deducid 4@4@;& “

30 60
ATG GAG AAC ATC ACA TCA GGA TTC CTA GGA CCC CTG CTC GTG TTA CAG GCG GGE TTT TTC
Met Glu Agn Ile Thr Ser Gly Phe Leu Gly Pro Leu Leu Val Leu Gln Ala Gly Phe Pha

90 12¢
TTG TTG ACA AGA ATC CTC ACA ATA CCG CAG AGT CTA GAC TCG TGE TGE ACT TCT CTC AAT
Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gin Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu Asn

150 180
TTT CTA GGG GGA TCA CCC GTIG TGT CTIT GGC CAA AAT TCG CAG TCC CCA ACC TCC AAT CAC
Phe Leu Gly Gly Ser Pro Val Cys Leu Gly Gln Asn Ser Gln Ser Pro Thr Ser Asn His

210 ' 240
TCA CCA ACC TCC TGT CCT CCA ATT TGT CCT GGT TAT CGC TGG ATG TGT CTG CGG CGT TIT
Ser Pro Thr Ser Cys Pro Pro Ile Cys Pro Gly Tyr Arg Trp Met Cys Leu Arg Arg Phe

270 300
ATC ATA TTC CTC TTC ATC CTG CTG CTA TGC CTC ATC TTC TTA TTG GIT CTT CTG GAT TAT
Ile Ile Phe Leu Phe Ile Leu Leu Leu Cys Leu Ile Phe Leu Leu Val Leu Leu Asp Tyr

330 360
CAA GGT ATG TTG CCC GTT TGT CCT CTA ATT CCA GGA TCA ACA ACA ACC AGT ACG GGA CCA
Gln Gly Met Leu Pro Val Cys Preo Leu Ile Pro Gly Ser Thr Thr Thr Ser Thr Gly Pro

390 420
TGC AAA ACC TGC ACG ACT CCT GCT CAA GGC AAC TCT ATG TTT CCC TCA TGT TGC TGT ACA
Cys Lys Thr Cys Thr Thr Pro Ala Gln Gly Asn Ser Met Phe Pro Ser Cys Cys Cys Thr

450 480
AAA CCT ACG GAT GGA AAT TGC ACC TGT ATT CCC ATC CCA TCG TCC TGG GCT TTC GCA ARA
Lys Pro Thr Asp Gly Aan Cys Thr Cys Ile Pro lle Pro Ber Ser Tzp Ala Pha Ala Lys

510 540
TAC CTA TGG GAG TGG GCC TCA GTC CGT TTC TCT TGE CTC AGT TTA CTA GTG CCA TTT GTT
Tyr Lau Trp Glu Tzp Ala Ser Val Axg Phe Ser Trp lLeu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val
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