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Antigeno de superficie de la hepatitis B

Seccién 3.2.5.2.3

Tabla 2: Resumen de Ias distintas caracteristicas del lote EC005

Sistema de lotes de siembra, caracterizacion y

Py
.t

~YATTE
Caracteristicas Meétodos Valor del lote Valores esperados Valores
EC005 (rango definido) observados
Peso molecular de la particula | HPSEC/LS 3167 kDa [2941-8106] kDa NA
Tamaiio de la particula Microscopia electrénica 20-25 nm NA 18433 nm
Densidad de la particula Gradiente de sacarosa 1,14 NA 1,12-1,15
Composicién de lipidos de la Gravimetria . 1,5 NA 0,72-1,18
particula: lipidos
totales/proteinas
Composicién de lipidos de la Ensayo del fésforo 0,60 NA 0,30+0,54
particula:
fosfolipidos/proteinas
Composicién de lipidos de 1a GC 0,64 NA 0,4%-0,90
particula: dcidos grados
totales/proteinas
Composicién de lipidos de la TLC, GC 0,03 0,02-0,28 0,02-0,28
particula:
triglicéridos/proteinas
Composicién de lipidos de la TLC, GC C16:0 14,6% NA Cl6:0
particula: composicién de C18:0 4.6% 13,2 - 17,8%
Acidos C18:1 32% C18:0
Cis2 300/n 0= 3,3%
oo Cl8:1
29,1 -37,2%
C18:2
24,8-32,4%
Punto isoeléctrico de la Focalizacién isoeléctrica Pico pl: 5,07 Pico pI: [4,81 - 5,76] | NA
particula capilar pl alto: 5,42 pl alto: [5,16 - 6,18]
pl bajo: 4,49 pl bajo:
[4.49 - 5,52]
Antigenicidad de 1a particula | Resonancia de plasmones ka (M5 5,1 107 | ka (M5 NA
Mab 616A15 superficiales kd (51): 1.7 107 [3.1 10°- 4,5 109
KD (M): 3,4 10° | K46
" [1,7 10~ 8,8 107
KD (M):
16,7 10°- 1,5 107]
Antigenicidad de la particula Resonancia de plasmones ka (M5 1,1 10% | ka (M5 NA
Mab E3H35C16 superficiales kd (57): N/A [4,6 10°2,8 10%]
KD {M): N/A
Antigenicidad de la particula Resonancia de plasmones ka(M's™): 1,1 10* | ka (M5 NA
Mab RF-1 superficiales kd (57): 2.2 10° [3,6 10%2,1 104
.l
KD (M): 1,9 10 kd {5y
M) 1910 [2,2 10%4,0 104
KD (M):
[L,110%7,6 10°%
Estructura primaria de la SDS-PAGE en condiciones Segin lo esperado | NA NA

proteina § (peso molecular)

reductoras
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Caracteristicas Meétodos Valor del lote Valores esperados §
EC005 (rango definido)
Estructura primaria de la Secuenciacion N-terminal Segan loesperado | NA NA
proteina S (secuencia N-
terminal)
Estructura primaria de la Espectrometria de masas Segilin lo esperado | NA NA
proteina S (secuencia de
amingdcidos)
Estructura secundaria de la Espectroscopia infrarroja de 59,9% [55,3 - 60,9]1% NA
proteina S (contenido de la transformada de Fourier
hélice o)
Estructura terciaria de la Fluorescencia intrinseca 332 nm [328 - 337] nm NA
proteina S
Enlaces disulfuro de la SDS-PAGE e¢n condicionesno | Segln lo esperado | NA NA
proteina S (mondmero de recluctoras
proteina § libre)
Enlaces disulfuro dela Meétodo de Eliman Con SDS: 0,38 NA Con SDS:
proteina § (cuantificacién de Sin SDS: 0.34 0,53-0,76
tioles libres) ' Sin SDS:
0,38-0,48
Glicosilacién potencial de la Cromatografia de intercambio | Segiin lo esperado | NA NA
proteina S (composicién de anidnico de alta resolucion
aziicares) con deteccidn amperométrica
pulsada

Discusion de los resultados

La proporcién de lipidos totales/proteina total del lote EC005 es 1,5. La proporcién de lipidos
totales/proteina total de lotes anteriores de HBsAg estaba comprendida entre 0,72 y 1,18, El
lote EC005 puede considerarse similar a los lotes anteriores de HBsAg, tomando en cuenta la

variabilidad estimada del método (30% para el ensayo de lipidos totales y 10% para el contenido

proteico).

La proporcién de fosfolipidos/proteina es 0,6, de acuerdo con lo que ya se observaba en los lotes

de HBsAg (0,30 - 0,54) tomando en cuenta la variabilidad estimada del método (15% para el

ensayo de fosfolipidos).

El valor de tioles libres por proteina S es 0,34 sin SDS y 0,38 en presencia de SDS. El valor de
tioles libres sin SDS puede considerarse similar a los lotes anteriores de HBsAg, tomando en

cuenta la variabilidad estimada del método (10%). El valor de tioles libres con SDS es levemente
inferior a los lotes anteriores de HBsAg, incluso tomando en cuenta la variabilidad estimada del
método (10%). Estos valores son bajos en comparacién con los 14 tioles libres potenciales

por proteina S (14 residuos de cisteina presentes en la proteina S), lo cual indica que casi todos los
enlaces disulfuro se forman al final del proceso de produccién. El valor bajo obtenido para el

lote EC005 con SDS puede indicar una mayor reticulacidn interna de la proteina S (enlaces
disulfuro presentes en la capa de lipidos).
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Conclusion

Todos los resultados obtenidos cumplen con los rangos esperados o los valores observado'.;s\éi’xq'-DE i
lotes anteriores de HBsAg y respaldan la estabilidad fenotipica de la cepa de Hansenula
polymorpha.

2 Panorama del sistema de lotes de siembra

2.1  Sistema de lotes de siembra

El HBsAg se produce utilizando el sistema de lotes de siembra de la levadura Hansenula
polymorpha recombinante que se obtiene tal como se ilustra en la Figura 7.

Figura 7: Sistema de lotes de siembra de Hansenula polymorpha

Cepa original de Hanhsenula
Plasmide pFPMTsadw2 {cadigo n° p851) polymorpha

RE11

Cepa recombinante K3/8-1
Solucién madre en

glicerol

Lote de glembra premaesiro
K3/8-1 ADWODO1 12 /84

Lote de slembra maastro
160600BA

Lotes de siembra maestros

(230600BA y 140308BA)
£y 9 1
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El lote de siembra maestro (MSL) n.°* MCB 160600BA fue claborado por el equipo de S\ b
Rhein Americana bajo el control de sanofi pasteur en 2000, cuando sanofi pasteur adquirié Ta 2 [E2
empresa Rhein Americana. Se derivé del lote pre-MSL n.° ADW001/12/94. Este lote pre-MSL se
obtuvo a partir de la fermentacién de la cepa recombinante K3/8-1, producida mediante tecnologia
de ADN recombinante utilizando un vector plasmido.

La cantidad de ampollas de MSL y viales de WSL elaborados se presentan a continuacion en la
Tabla 3.

Tabla 3: Cantidad de ampollas de lotes de siembra maestro y viales de lotes de siembra de
trabajo

Fecha de elaboracién Paso previo Cantidad de unidades
producidas
Lote de siembra maestro 160600 BA Pre-MSL K3/8-1 195 ampollas
n.” 160600 BA (16 de junio de 2600) ADW001/12/94
(01 de diciembre de 1994)
Lote de siembra de trabaje | 230600 BA MSL 160600 BA 389 viales
n." 230600 BA (23 de junio de 2000) (16 de junio de 2000)
Lote de siembra de trabajo | 140308 BA MSL 160600 BA 479 viales
n.’ 140308 BA (14 de marzo de 2008) {16 de junio de 2000}
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3 Preparacion del lote de siembra maestro

El lote de siembra maestro (MSL) se elaboré segtin el diagrama de flujo que se presenta en
la Figura 8.

Figura 8: Preparacion del lote de siembra maestro

Etapas
. Controles de calidad
re-MSL Lote de siembra pre-maestro o
P K3/8-1 ADW001/12/94 (identidad pureza)
50 viales
‘ aproximadamente
Cultivo en medio de produccién
Con solucién de antiespumante
Solucion alcalina, solucion de glicerel, solucion de
— amoniaco
' Incubacion a 30 + 2°C, 46,5h
Transferencia de cultivo en
glicero]
Llenado en ampollas
¢ Viales congelados a temperatura <-70°C
Controles de calidad
MSL Lote de siembra {identidad, pureza,
maestro 200 ampollas viabilidad)

aproximadamente

3.1 Medios de crecimiento y reactivos

Los medios de crecimiento utilizados para la produccidn del lote MSL n.® MCB 160600BA se
indican en la Tabla 4. Para mayores detalles, vea la seccién 3.2,8.2.2 Cultivo y cosecha celular,

£
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Tabla 4: Componentes de los medios de crecimiento de las siembras maestras

Componentes Funciones

Medio de produccidén: Cultivo
- Solucidn de mezcla de sales

- Glicerol al 87%

-~ Agua purificada

- Solucioén de clorure de calcio
- Solucién de microelementos
- Solucién de elementos traza
- Solucidn vitaminica

- Solucidn antiespumante Aditivos de cultivo
= Solucidén alcalina
- Glicerol al 87%
- Amonie al 25%
« Agua purificada

- Glicerol Crioprotector

3.2 Produccién de lotes de siembra maestros

El in6culo se prepard con 3 crioviales congelados de 1 mL de Hansenula polymorpha,
correspondientes al lote previo al lote de siembra maestro K3/8-1 ADW001/12/94 (01 de
diciembre de 1994); vea la Figura 8.

El inéculo del lote pre-MSL se siembra en medio de produccién,

El cultivo se incuba a +30°C £ 2°C durante unas 46,5 h, como se describe para el segundo
precultivo en la seceidén 3.2.8.2.2 Cultivo y cosecha celular. La coneentracidn de glicerol y el pH
se regulan durante esta incubacién mediante los aditivos de cultivo; vea la Tabla 4.

La solucidén obtenida de este modo se mezcla con glicerol y luego se utiliza para llenar ampollas,
las cuales se congelaron a una temperatura inferior a «70°C el 16 de junio de 2000 en Buenos
Aires (lote 16.06.00 BA).

Las ampollas de los lotes de siembra maestros se almacenaron a una temperatura inferior a -70°C.

Se tomaron ampollas para realizar pruebas de control de calidad, tal como se describe en el
apartado 5.

) 14
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4 Preparacion de los lotes de siembra de trabajo

Los lotes de siembra de trabajo (WSL) se elaboran segiin el diagrama de ﬂﬁjo gue se presenta" en
la Figura 9.

Los medios de crecimiento y los reactivos, asi como el proceso de elaboracion del WSL a partir
de una ampolla de MSL, son idénticos a los aplicables al lote MSL obtenido de tres crioviales
pre-MSL; vea el parrafo anterior en la Tabla 4.

Luego, el lote WSL se llend en crioviales y se almacend a una temperatura inferior a -70°C.

Se tomaron viales para realizar pruebas de control de calidad, tal como se describe en el apartado
5.

Figura 9: Preparacion de los lotes de siembra de trabajo

Etapas
. Controles de
MSL Lote de siembra calidad
maestro 200 ampollas (identidad,
aproximadamente viabilidad
Cultivo erl medio de pureza) y
produecion
Con solucién de antlespumante
Solucién aicalina, solucidn de glicerol, solucién de amoniaco
Incubacién a 30 £ 2°C ~ 32h
Transferencia de cultivo en
glicerina Llenado en viales
¢ Viales congelados a temperatura < -70°C
Controles de
WsL Lote de siembra de trabajo e calidad
400 viales (identidad
aproximadamente o '
viabilidad y
pureza)
P
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S5  Pruebas de control de calidad de los lotes de siembra
Los controles de calidad realizados con los lotes de siembra (MSL y WSL) de H. polymorpha son
los siguientes: identidad, pureza y viabilidad. Los objetivos de estos controles son los siguientes:

¢ Verificar que la cepa sea pura, es decir, que no esté contaminada (sin agentes extrafios)
después de sembrarse en los medios adecuados.

o Verificar que la cepa preparada pertenezca a la H. polymorpha utilizada en la produccion del
principio activo antigeno de superficie de la hepatitis B.

» Verificar la viabilidad de la cepa.

Las pruebas realizadas en los lotes de siembra de H. polymorpha, asi como los criterios de
aceptacidn, se presentan en la Tabla 5 y se detallan en los capitulos siguientes.

Tabla §: Especificacion de los lotes MSL y WSL

Controles Criterios de aceptacién

Pureza Ausencia de contaminantes bacterianos Cumple

Ausencia de contaminantes de levaduras y honges | Cumple

Identidad Tipo = Hansenula
Especie = polymorphda
Viabilidad Minimo de 5,0 10* UFC/vial

5.1 Pruebas de control de c_alidad

5.1.1 Pureza

Cada MSL o WSL analizado se examina mediante microscopia directa y analisis microbioldgicos.
Las ampollas y los viales utilizados se inoculan en un medio que permite el crecimiento de
microorganismos en condiciones aer6bicas y anaerdbicas. A fin de inhibir ¢l crecimiento de
Hansenula polymorpha, estos medios se suplementan con nistatina (un firmaco antifiingico
poliénico ante el cual muchas levaduras tienen sensibilidad especifica). Se desarrollan cultivos
con nistatina a fin de detectar el crecimiento de contaminantes y observar su morfologia,

Se realiza una serie de diluciones (10™" a 107) del lote de siembra en caldo tripticasa-soja (TSB)
estéril o en peptona al 0,1% para utilizarse en las siguientes pruebas.
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5.1.1.1 Ausencia de contaminantes bacterianos

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba es verificar la ausencia de contaminantes en el lote de siembra de
H. polymorpha analizando el patron de crecimiento en diferentes medios de cultivo.

El principio de esta prueba se basa en la inhibicién de H. polymorpha mediante la nistatina
presente en el medio de cultivo, que s6lo permite el crecimiento de contaminantes potenciales.

Método
En medios liguidos

¢ Seinoculan dos matraces que contienen TSB + 40 pg/mL de medio de nistatina y dos
matraces que contienen rned1o de tioglicolato + 40 pug/mL de medio de nistatina cada uno con
0,1 mL de la dilucién 10” de muestra (para obtener una concentracién de ~ 10° células/mL de
la solucién final).

En medios sélidos

s Se preparan dos cajas de Petri con agar triptico de soja (TSA, 20 mL) y 40 ug/mL de nistatina:

e Seinocula 0,1 mL de la dilucién 107 de siembra (para obtener una concentracion de
~ 10° células/mL en la dilucién de muestra).

Las cajas de Petri se incuban a alrededor de +30°C a +35°C durante 14 dias y se analizan a diario.

e Se preparan dos cajas de Petri con gérmenes anaerdbicos (20 mL) y 40 pg/mL de nistatina:

o Seinocula 0,1 mL de la dilucién 10 de siembra (para obtener una concentracién de
~ 10° células/mL en la dilucién de muestra).

Las cajas de Petri se incuban a +30°C - 35°C en un dispositivo para cultivos anaerdbicos durante
14 dias y se analizan a diario.

Ademés, se inocula un matraz que contiene medio TSB o TSA con 0,1 mL de la dilucién 10 de
muestra (para obtener una concentracién de ~ 10° células/mL de la solucién final).

Ademds, a continuacién se detallan los distintos controles de los medios con y sin nistatina y los
controles positivos.

Tabla 6: Controles realizados durante el ensayo

Controles Contenido del cultivo
Controles negativos: control del medio de culttvo con | TSB/tioglicolato/TSA/ugar para gérmenes enaerobicos con nistatine sin
nistating inoculacion
Controles negatlvos: control del medio de cultivo sin | TSB/tioglicoluto/T'SA/agar para gérmenes anaetobicos sin nistatina sin
nistatina inoculacién
Controles negativos: control de la solucidn de _ TSB/tioglicolato/TSA/agar para gérmenes anaerdbicos con nistatina

dilucién (TSB estéril o peptona estéril al 0,1%) inoculado con 0,1 mL de medio TSB estéril o peptona al 0,1%
. (solucidn de dilucién)

Control positive bacteriano de TSB/tioglicolato/TSA | TSB/tioglicolato/medio TSA con nistatina inoculado con 0,1 mL de
cultivo de E. coli (100 UFC/mL), o:

[ ]
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Controles Contenido del cultivo

Medio TSB inoculado con 0,1 mL de cultivo de S. aureus

(100 UFC/mL), medio de tioglicolato inoculade con 0,1 mL de cultive
de C. sperogenes (100 UFC/mL), medio TSA inoculado con 0,1 mL de
cultivo de S. gqureus (100 UFC/mL). -

Control positivo del agar para gérmenes anaerébicos | Medio agar para gérmenes anaerébicos con 0,1 mL de C. sperogenes
: {100 UFC/mL)

Control positivo de H. polymorpha TSB o T8A sin nistatina inoculado con 0,1 mL de cultivo de control de
H. polymorpha (100 UFC/mL)

Los tubos se incuban durante 14 dias a alrededor de +30°C a +35°C.

Criterios de validez

Crecimiento visible de los controles positivos

Ausencia de crecimiento de todos los controles negativos

Criterios de aceptacion

La prueba es cumple con estos criterios si se observa lo siguiente:

s Ausencia de crecimiento de microorganismos en los distintos medios de cultivo con nistatina;
e Ausencia de contaminantes.

Resultados esperados

Después de 14 dias de incubacion a aproximadamente +30°C a +35°C, los resultados esperados de
las pruebas y los controles se resuthen en la Tabla 7 y 1a Tabla 8.

A .n'i
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Tabla 8: Controles realizados durante el ensayo y resultados esperados

dgarg

Controles Control Control Control Control Controt Control
negativo del negativo del negativo de la positive positivo del positive
medio de medio de solucidn de bacteriane agar para
cultivo cultive -+ dilucién = TSB gérmenes
nistatina estéril o anaerdbicos
peptona estéril
al 0,1%
(TSB, tioglic., (TSB, tioglic., (TSB, tioglic., | E. colienTSB, | C sperogenes | H. pol en TSA
TSA, agar TSA, agar TSA, agar tioglic. y TSA / o TSB
para gérmenes | para gérmenes | para gérmenes + nistatina
anaerébicos) anaerobicos) anaerdbicos)
O bien
S. aureus en
TSB,
C sperogenes
en tioglic.,
8. aureus en
TSA

Resultado - - - + + +
esperado en
cada vial
analizado
5.1.1.2  Ausencia de contaminacion de levaduras y hongos

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en evaluar la morfologia de las colonias desarrolladas y
compararla con la de H. polymorpha.

Conforme al principio de la prueba, se desarrollan colonias de H. polymorpha y otros
microorganismos en base nitrogenada para levaduras (YNB)/medio de glucosay TSA.
Meétodo

PARTE A:

Se inoculan 10 cajas de Petri que contienen agar YNB/glucosa (20 mL) con 0,1 mL de las
diluciones 10°%0 1077 de la ampolla o el vial que se va a analizar, Las cajas se incuban a
+38°C % 2°C y se obsetvan a diario hasta que las colonias sean visibles. Luego se cuentan las
colonias.

Los controles de los medios v los controles positivos se detallan a continuacién en la Tabla 9.
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