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Antigeno de superficie de la hepatitis B

Seecién 3.2.5.2.3

Sistema de lotes de siembra, caracterizacion y pruebas

6 Caracterizacién de los lotes de siembra (MSL y WSL)

Se 1levé a cabo un estudio de caracterizacién completo con el lote MSL 160600 BA y el primer‘
lote WSL 230600 BA elaborado a partir de ese MSL. La Tabla 14 presenta las pruebas de
caracterizacion realizadas con estos lotes de siembra.

La estabilidad genomica de la cepa recombinante K3/8-1 original se estudio durante su
crecimiento en medio no selectivo a lo largo de 400 generaciones; vea el estudio que se presenta
en el capitulo 1. De acuerdo con la conclusion de ese estudio, los lotes MSL y WSL generados a
partir de la cepa K3/8-1 (separadas de ella por menos de 400 generaciones) también presentan

estabilidad gendmica.

Tabla 14: Pruebas de caracterizacién‘ realizadas con los lotes de siembra

Caracterizacién

Pruebas

MSL 160600 BA

WSL 230600 BA

Caracterizacion fenotipica

Caracterizacién morfolégica

xi

Deteccion del HBsAg expresado

Caracterizacién
genotipica

Integridad del gen e integracion del plasmido

Estimacién de las copias del plismido

Porcentaje de integracion del gen de HBsAg

Determinacion de la regién de regulacion del HBsAg

Determinacién de la secuencia de ADNc del gen

A A LA R s

Determinacién del lugar de insercién del plasmide

b o | oa | o | e [ 5 | e

*  Prueba realizada
T Prueba no realizada
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6.1 Caracterizacién fenotipica

6.1.1  Caracteristicas morfolégicas

- Las colonias de H. polymorpha son blancas, cremosas y de bordes suaves, tal como se ven en
una observacién macroscépica en TSA e YNB al 2%/medio de glucosa. En la observacion
microscopica, se ven circulares, refringentes y en algunas se observa una division, que presenta
lobulacién.

Las observaciones macro y microscdpicas realizadas en los lotes MSL MCB 160600BA y
WSL MWCB 230600BA cumplen con la descripcién anterior.

6.1.2 Deteccién del antigeno de superficie de hepatitis B expresado por la H. polymorpha

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en identificar el HBsAg expresado por H. polymorpha en
cultivos derivados de los lotes MSL y WSL.

El principio de esta prueba se centra en caracterizar el tamafio del HBsAg mediante un analisis
Western blot y demostrar que los lotes de siembra sobreproducen HBsAg luego de la induccidn.

Método

Se cultivan cinco ampollas distintas del MSL (lote MCB 160600BA) y 5 viales distintos del WSL
(lote MWCB 230600BA) en medio liquido YNB/glicerol al 1% a +37°C durante 48 h. Luego, las
células se transfieren a un medio YNB/metanol al 1% a fin de inducir la expresion del HBsAg.
Después de 16 h de cultivo a +37°C, las células se fragmentan, se centrifugan y el sobrenadante se
analiza mediante Western blot. Se realiza un control negativo utilizando un cultivo equivalente sin

metanol con glucosa y otro con glicerol (en estas condiciones no se produce la expresion del
HBsAg). :

Los extractos de proteina de los cultivos y un control interno de HBsAg se separan mediante
electroforesis en gel acrilamida, segiin su peso. Luego se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa y se detectan con anticuerpos especificos.

El marcador de peso molecular permite determinar el peso molecular de los extractos de proteina.

A /11

RA_0305011 Informacion confidencial/propietaria ) —
. Pégina 40 de 72 ) % —
AN\ONTEM!LGN;@ GHR S T g
RATEGHSS 1 guufl SPETELR =
GT%ASTEUR . K
SANGF







sanofi pasteur Seccitn 3.2.8.2.3
Antigeno de superficie de la hepatitis B Sisterna de lotes de siembra, caracterizacidn y pruebas

Resultados /

Figura 10: Analisis Western Blot de los extractos de proteina de diversos culfivos A
H. polymorpha =

69kDa
45kDa
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Banda 1: Marcador de peso molecular
Bandas 2 y 3: Control interno de HBsAg (HBsAg 4 ugy 8 pug)

Este control interno de HBsAg (lote RA007/00) utilizado es un estindar de HBsAg utilizado y
producido por Rhein Americana S.A.

Bandas 4 a 8: extracto de proteina de los cultivos de MSL de H. polymorpha inducido por metanol
Bandas 9 a 13: extracto de proteina de los cultivos de WSL de H. polymorpha inducido por metanol

Banda 14: Control negativo: extracto de proteina de los cultivos de H. polymorpha sin induccion
(con glucosa)

Banda 15: Control negativo: extracto de protefna de los cultivos de H. polymorpha sin induccion
(con glicerol)

Se observa una banda de 23 a 24 kDa para todos los extractos inducidos por metanol que comigran
con el control interno de HBsAg. Esta banda no se detecta en los extractos de cultivos desarrollados
con glucosa y sélo ligeramente en los extractos de cultivos desarrollados con glicerol. En las
bandas del control interno de HBsAg (2 v 3), se observan bandas de mayor peso molecular. Estas
corresponden a los dimeros y multimeros del HBsAg. Estos compuestos también se observan en
menor proporcion en las bandas de los extractos celulares inducidos (bandas 9 a 12).

El peso molecular del HBsAg producido por los cultivos de MSL y WSL es el esperado,
conforme a la cantidad de aminodcidos que constituyen la proteina (226 aminoacidos =
aproximadamente 23 kDa) y corresponden al peso molecular del control interno de HBsAg.
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6.2 Caracterizacion genotipica

6.2.1 Integridad del gen e integracién del plasmido en el genoma de ADN de
H. polymorpha :

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en caracterizar la integracion del plasmido pFPMTsadw?2 en
el genoma de H. polymorpha y la integridad del gen que codifica el HBsAg.

El principio de esta prueba se centra en una caracterizacion del gen mediante Southern blot,
gracias a la digestion de enzimas de restriccidn.

El mapa del plasmido se presenta en el capitulo 1.
Método

Esta prueba se lievé a cabo con 3 ampollas distintas del lote MSL (lote MCB 160600BA) y
2 viales distintos del lote WSL (lote MWCB 230600BA).

Se cultivan colonias de H. polymorpha a aproximadamente +37°C en medio YPD/glucosa al 2%.
El 4cido desoxirribonucleico (ADN) genémico se purifica a partir de las células obtenidas
(fragmentacién celular y extraccion del ADN con fenol/cloroformo) y se cuantifica.

E! genoma de ADN purificado de H. polymorpha se digiere a aproximadamente +37°C con

3 enzimas de restriccidn apropiadas: Kpnl, BamHI y EcoRI (y una cuarta enzima de restriccion,
Xbal, s6lo para el WSL). Los fragmentos obtenidos se utilizan directamente para el estudio
Southern blot.

Control positivo: el ADN del plasmido pFPMTsadw?2 se digiere a aproximadamente +37°C con 3
enzimas de restriccion adecuadas: Kpnl, BamHI y EcoRl (y una cuarta enzima de restriccion,
Xbal, sélo para el WSL). Los fragmentos obtenidos se utilizan directamente para el estudio
Southern blot.

Los fragmentos obtenidos se separan mediante electroforesis en gel de agarosa y luego se
transfieren a una membrana de nitrocelulosa.

Por tltimo, se analizan con un estudio Southern blot, utilizando una sonda radioactiva especifica
del gen del HBsAg. '

Esta sonda se produce partiendo del método de “cebado aleatorio”, utilizando los fragmentos de
ADN cotrespondientes al gen del HBsAg separados durante la electroforesis. Esta sonda permite la
deteceion especifica y catactetizacién de los fragmentos de ADN que contienen el gen de interés.

Resultados

Los resultados de la prueba Southern blot realizada se ilustran en una colonia del lote MSL en
la Figura 11, Los resultados y los comentarios son los mismos para las colonias del WSL
analizadas.
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Figura 11: Anilisis Southern blot del ADN genémico de H. polymorpha, lote
MSL MCB 160600BA

Bandas I a 5: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha

Banda 1: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha sin digerir: banda tnica positiva que
corresponde a la posicién de migracion del genoma de ADN de Hansenula polymorpha.

Bandas 2 y 3: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha dige'rido por la enzima de restriccion
Kpul _ _

Banda 4: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha digerido por la enzima de restriccion BamH]I
Banda 5: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha digerido por la enzima de restriccion EcoRI
Bandas 6 a 13: ADN del pldsmido pFPMTsadw2

Banda 6; ADN de plasmido sin digerir, estdn separadas 3 bandas caracteristicas (pldsmido lineal,
circular y superenrollado)

Bandas 7 a 11: ADN de pléasmido digerido por la enzima de restriccion Kpnl
Banda 12: ADN de pldsmido digerido por la enzima de restricciéon BamHI

Banda 13: ADN de plasmido digerido por la enzima de restriccion EcoR1

Resultados

Kpnl corta el plasmido en 2 fragmentos: 1502 bp y 6127 bp. La principal banda detectada

corresponde al fragmento 1502 bp. La otra banda, ligeramente visible, corresponde al fragmento
6127 bp.
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BamHI corta el plasmido en un solo lugar, con lo cual se obtiene un tnico fragmento de gi, ' ,

ue se detecta con la sonda. iy S A

q N ¢

EcoRlI corta el plasmido en un solo lugar, con lo cual se obtiene un Gnico fragmento de 7629 bp
que se detecta con la sonda.

La sonda identifica todos los fragmentos obtenidos mediante la digestion del ADN del plasmido
pFPMTsadw2 con distintas enzimas de restriccion.

Cuando el genoma integral es digerido por la enzima de restriccién Kpnl, se detecta una banda
* principal y migra con la banda obtenida tras la digestion del ADN del plasmido con la enzima de
restriccion Kpnl (bandas 7.a 11).

Cuando el genoma integral es digerido por la enzima de restriccion BamHI, se detecta una banda
Gnica y migra con la banda obtenida tras la digestion del ADN del plasmido con la enzima de
restriccién BamHI (banda 12).

Cuando el genoma integral es digerido por la enzima de restriccién EcoRl, se detecta una banda
{inica y migra con la banda obtenida tras la digestion del ADN del plasmido con la enzima de
restriceion EcoRI (banda 13).

Dado que se detectan fragmentos similares del plasmido pFPMTsadw?2 en el genoma de
H. polymorpha, el ADN del plasmido se observa integrado en tandem en el genoma de
Hansenula polymorpha y puede evaluarse la integridad del gen.

Esta integracion se considera multiple a raiz de la intensidad de las bandas.

El tamafio del fragmento del plasmido que contiene el gen del HBsAg corresponde al tamaiio
esperado, sin que se detecten fragmentos de otro tamafio que pudieran provenir de una
recombinacion gendmica.

Los resultados son los mismos para el WSL y la autorradiografia del estudio Southern blot del lote
WSL MWCB 230600BA se presenta a continuacién en la Figura 12 para informacion,
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Figura 12: Andlisis Southern blot del ADN genémico de H. polymorpha, lote
WSL MWCB 230600BA

Bandas 1 a 6: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha

Banda 1: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha sin digerir: banda tnica positiva que
corresponde a la posicién de migracién del genoma de ADN de Hansenula polymorpha.

Bandas 2 y 3: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha digerido por la enzima de restriccion
Kpnl

Banda 4: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha digerido por la enzima de restriccion BamHI
Banda 5: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha digerido por la enzima de restriccién EcoRI
Banda 6: Genoma de ADN de Hansenula polymorpha digerido por la enzima de restriccién Xbal
Bandas 7 a 13: ADN del plismido pFPMTsadw?

Banda 7: ADN de plasmido sin digerir, estan separadas 3 bandas caracteristicas (plasmido lineal,
circular y superenrollado)

Bandas 8 a 10: ADN de plasmido digerido por la enzima de restriccién Kpnl
Banda 11: ADN de plasmido digerido por la enzima de restriccion BamHI
Banda 12: ADN de plasmido digerido por la enzima de restricciéon EcoRI
Banda 13: ADN de plasmido digerido por la.enzima de restriccién Xbal
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6.2.2 Estimacién de las copias del plasmido

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en estimar la cantidad de copias del plasmido integradas et el
genoma de H. polymorpha de colonias individuales derivadas del lote MSL
(lote MCB160600BA) y el WSL. (lote MWCB 230600BA). -

La cantidad de copias del plasmido pFPMT-sadw?2 insertadas en el genoma de H. polymorpha se
cuantifica mediante el estudio Dot blot, utilizando el mapa de ADN del plasmido.

Meétodo

Se desnaturalizan diluciones en serie de ADN gendmico de H. polymorpha y ADN del plasmido,
y se aplican sobre una membrana de nitrocelulosa (Dot blot), La membrana se hibridiza con la
sonda radicactiva especifica y se visualiza mediante autorradiografia. La cantidad de copias del
gen del HBsAg se determina con densitometria, cuantificando la intensidad de las manchas, con el
plasmido pFPMT-sadw2 como control.

Resultados

A modo de ejemplo, se calcula la cantidad de copias del plasmido pFPMTsadw2 contenidas en ¢l
genoma de H. polymorpha de una colonia del Jote MSL (MCB 160600BA) para cada
concentracién de ADN gendémico de acuerdo con los valores densitométricos obtenidos

(imagen A), utilizando la curva de calibracién (imagen B); vea la Figura 13.
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Figura 13: Estimacién de la cantidad de copias del plasmido mediante Dot Blot, lote
n.° MCB 160600BA

A- Autoradiography Dot-Blot
1

E
2 e

En la autorradiografia, las lineas 1 a 4 corresponden al genomé del plasmido y las lineas 5 a 8 al
ADN gendmico de H. polymorpha.
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B Calibration Curve
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Densitometria de las manchas a partir de la linea dos
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‘Curva de calibracion asociada

La intensidad de las bandas se cuantifica mediante densitometria (a modo de ejemplo, el anélisis
de densitometria de la linea 2 se muestra en la Figura 13 B). Los valores de densitometria
correspondientes al ADN del plastnido se utilizaron para trazar la curva de calibracion que
también se muestra en la Figura 13 B, El peso de los plasmidos contenidos en el genoma de

H. polymorpha se calcula para cada concentracién de ADN utilizando la

autorradiografia Figura 13 A) y la curva de calibracién Figura 13 B),

Se realizo el mismo calculo para el lote WSL MWCB 230600BA.
Resultados

La Tabla 15 y la Tabla 16 contienen la cantidad de copias del pldsmido por genoma de

H. polymorpha de los lotes MSL y WSL. Se ha estimado en base al peso del ADN del pldsmido
(convertido a cantidad de genomas) calculado para cada concentracién de ADN (convettida a
cantidad de copias del plasmido).
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Seccmn 32 S 2 3

H. polymorpha del lote MSL n.” MCB 160600BA

Lineas | Bandas | Valoresde | Pesode ADN Cantidad de ADN Cantidad | Cantidad de coplas
densitometria | del plismido moléculas de gendémico de de plasmido por
(ng) plasmide (ng) genomas genoma
5 1 92543 11,83 1,4 x 10° 272 2,7x 107 52
2 57692 2 0,24 x 10° 136 1,36x107 | 18
6 1 81985 8,85 1,4x10° 272 2,7x W0 37
2 58276 2,16 0,24 x 10° 136 1,36x 107 | 22
7 1 135901 24,06 2,9x% 10° 1360 13,6107 | 21
2 117646 18,91 2,3 x 10° 680 6,8 x 107 34
3 92860 11,92 1,4 x10° 340 3,4 x 107 41
4 63797 3,72 0,4 x 10° 170 ,7x107 |24
8 1 132140 23 2,7x 10° 1360 13,6x 107 | 20
2 101601 14,38 1,7x10° 680 6,8 x 107 25
3 93625 12,13 1,4x10° 340 34x10 41
4 70228 5,53 0,7 x 10° 170 1,7 x 107 4

Se hall6 que la cantidad de cop1as de plasnndo presentes en el genoma de H. polymorpha del lote
MSL n.° MCB 160600BA era de 36 copias £ 11.

Tabla 16: Estimacion de la cantidad de copias de plasmido presentes en el ADN genémico de
H. polymorpha del lote WSL n.° MWCB 230600BA

Lineas | Bandas | Valoresde | Pesode ADN Cantidad de ADN Cantidad | Cantidad de copias
densitometria | del plidsmido moléculas de gendmico de de plasmido por
(ng) plismido (ng) genomas genoma
5 6 47559,00 1,83 2,2 % 108 50 4,6x10° | 48
7 28626,00 0,93 1,1 x 108 25 2,3x10° | 47,8
8 13898,00 0,24 0,3 x 10° 12,5 1,1x10% | 254
6 6 48204,00 1,86 2,2 % 108 50 4,6%10° | 482
7 31016,00 1,05 1,3 x 108 28 23x10° ) 448
8 14858,00 0,29 0,3 x 10° 12,5 L.4x10° | 307
7 6 47020,00 1,8 22x 108 75 68x10° | 32,4
7 32354,00 1,11 1,3 x 108 37,5 34x100 | 382
8 18779,00 0,47 0,6 x 10° 18,75 1,7x 108 | 32,9
8 6 40192,00 1,48 1.8x10% 75 68x10° | 26,5
7 24145,00 0,72 0,9 x 10° 37,5 3,4x10° 1253
8 15607,00 0,32 0,4 x 10° 18,75 1,7x10° | 22,4

Se hall6 que la cantidad de copias de plasmido presentes en el genoma de H. polymorpha del lote
WSL n.° MWCB 230600BA era de 36 copias = 11.

RA_0305011

Informacion confidencial/propietaria [
Phgina 49 de 72

/U

’“HRISW\N ik Uk

CERABY
‘“m\m‘rt phRTEIR S







sanofi pasteur Seccion 3.2.5.2.3
Antigeno de superficie de la hepatitis B Sistema de lotes de siembra, caracterizacion y pruebas

La misma prueba realizada con colonias del MSL revel6 que se encuentran 36 copias + |E_ y
plasmldo en el genoma de H. polymorpha. Asi, se llega a la conclusién de que la cantidad\de\_ .~ /&
copias no difiere entre el MSL y el WSL. vl

6.2.3 Porcentaje de integracién del gen de HBsAg

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en determinar el porcentaje de H. polymorpha transformada
en el lote de siembra (MSL y WSL) que integré el pldsmido pFPMTsadw2 en su genoma.

El principio de esta prueba se centra en analizar la integracién del pldsmido en varias colonias de
H. polymorpha mediante su hibridacion con una sonda especifica del gen del HBsAg.

Método

Se afslan 200 colonias de por lo menos 5 viales (40 colonias por vial) del lote WSL

n.> MWCB 230600BA y por lo menos 6 ampollas (alrededor de 45 colonias por ampolla) del lote
MSL de la prueba de pureza microbioldgica y se cultivan en placas de YPD al 2%/glucosa. En el
fondo de cada placa se siembra S. cerevisiae como control negativo, En el caso del WSL

(lote MWCB 230600BA), se siembra una colonia de H. polymorpha proveniente de una ampolla
del MSL como control positivo. Luego de la incubacion (a alrededor de +30°C durante 2 dfas), las
colonias se transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Las colonias positivas se identifican con
la sonda especifica del gen del HBsAg, con una matca radioactiva.

Resultados

La autorradiografia de la hibridacion de las colonias del WSL se muestra en la Figura 14.
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Figura 14: Determinacién del porcentaje de poblacién de levadura del lote de :‘-._ 3
trabajo que contiene el plasmido pFPMTsaw2 en el genoma vt
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Las 5 imagenes a) a &) corresponden a las colonias de los 5 viales analizados del WSL y los
controles positivos y negativos. ‘

Las 40 colonias del WSL analizado dieron una sefial positiva; la colonia del MSL también (+),

mientras que las colonias de S. cerevige no (-); ver al pie de cada imagen. La transferencia de las

colonias en la membrana no es homogénea; como resultado, se observan diferencias de intensidad

de la sefial de las distintas colonias positivas. Los resultados obtenidos en esta prueba mostraron
“que ¢l 100% de las células analizadas habfan integrado el gen que codifica el HBsAg.

Los mismos resultados se obtuvieron con 6 ampollas del MSL; vea la Figura 13.
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maestro que contiene el plismido pFPMTsaw2 en el genoma : \4’63:,: 4
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62.4 Determinacién de la secuencia de regulacién del gen del HBsAg integrado en el
genoma de H. polymorpha

Finalidad/principio
Ia finalidad de la prueba consiste en secuenciar las regiones reguladoras 5° (region promotora)
y 3’ (regi6n terminadora) del gen que codifica el HBsAg en el MSL y el WSL de H. polymorpha.

Nota: La secuencia del WSL no se presenta en este documento, si bien es estrictamente idéntica a
la provista para el MSL.

Método

Las regiones 3’ y 5° del ADN de H. polymorpha del MSL (n.° MCB 160600BA) y WSL
(MWCB 230600BA) se amplifican mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando oligonucledtidos especificos.

Se espera que los productos de la amplificacion incluyan la region reguladora 5° del gen FMDH y
la regién reguladora 3° del gen Mox (presente en el gen de HBsAg insertado en la célula de
levadura).

Los productos de la amplificacion se separan mediante electroforesis en un gel de agarosa y se
visualizan mediante una tincién con bromuro de etidio.
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M ] :
Los productos de la amplificacion se clonan en el vector pGEM-T y se secuencian con cgb ‘ )
especificos, complementarios del vector pladsmido. .

Las secuencias de nucledtidos de las regiones promotoras se comparan en la Figura 16 para el
MSL.

Las secuencias de nucledtidos de las regiones terminadoras se comparan en la Figura 17 para el
MSL.

RA_0305011

L DHRISTIN DU
‘ Rt

R TR R R







sanofi pasteur Seccién 3.2.5.2.3
Antigeno de superficie de Ia hepatitis B

=~ CGCAGAAATGTATCTARACGCAAACTCCGAGCTGGAR N ajority

10 20 30 40
- 1 ] ? I
G crcaAnraTCTATCTARACGCAAACTCCGAGCTGGAAA FINDHE genbank
~---GCAGAAAIGTAICTAAACGCAAACTCCGAGCTGGAAA FMDprom pFEMI
- -GCAGAAATGTATCTAAACGCAAACTCCGAGC TGGARMA reg prom seq
-~ - CTGGAAA pFPMIregs'

)

AATG'I‘TACCGGCGATGCGCGGACAATTT&_GAGGCGGCGAT Majority
T T T T

5|{J 6'0 IIO 8[0
4] AATGTTACCGGCGATGCGUGGACAATTTAGAGCOCGCIEA T FMDH genbank
38 AA'IGTTACCGGCGAI‘GCGCGGACATIIA'GAGGCGGCA'i‘ FMDpzom pFPMI
38 AATGITACCGGCGAIGCRGCCGOGACAAITIAGAGGCGGCGATL reg .prom. ey
8 AATGTIACCCGCOATGCGEGCEGACAAT I IAGAGGCORAGCGAT PFPMTrags
CAAGAAgCAC‘CTGCTGGGCGAGCAGTCTGGAGCACAGTCT Majority
i 1 i
20 100 110 120
1 ! . ) L
8l CAACAAACACCTOACTOGOECGAGCAGTCOTGOAGCACAGTO FMDH genbank
8 CZ:"LAGAAACACCIGCIGGGCGAGCAGIC'IGGAGCACAGICI FMDprom. pF PMT
8 CAAGAAACACCLIGC 'GGECGAGCAGICIGGEAGCACAGICT reg.prom.seqg
48 CAAGAAACACCTGOGCIGGEGCOAGCAGTPCIBGAGCACAGTICT PEPMIzags!
PCGATGCGEECCUGACATCCCA CCECETTCCTAGOTACCGEGGAER li{ajozity
T — T 1 T

130 140 50 160
L 1 L.

12) TCGATUOGGCUCOAGATCCCACCGCGTTCCOTGEETACCET G FMDH genbank
118 ICOATGEGEGCCCGRAGATCCCACOGCRTICCTEGGEETACCE GG FMUprom .pPPMT
118 TCGAIGGGECCCOAGATICCCACCOCGEIICCIGGEUTACCGEG G reg prom sag
88 ICCGAIGOEJCCUGAGAICCCACCOCGEIICCIGGEGETIACCGEGEG PEPMTregs

ACGTGAGGC_Z_%GCGCGACATCCTTCA_I}ATA'I‘ACCAGGCGC(‘;‘Majozit‘.y

- T T
171'0 18|0 19|0 2(20

161 ACGTUGAGGCAGCGCGACATCQT CAAMATATACCAGQGCGCC FMDH genbank
158 ACGIGAQGGCAQGCGEGCQACAILCCT AAATITATACUCAGGCG CC FMDprom.pFpMI
156 ACGIGAQGCAGUGCUACAICCENTCARAALIATACGCCARBGCGCE C ray prom sey
128 ACETGAGGCAGCGOBCGEACAPCCENICAALALIATACCAGGCOGCQC pPEMIzags!

AACCG2A CTCTCHOAMAAMACACAOCCTHLCTGGEATATCTTCC Majordt
K &1 T T i ¥ ] Y

210 220 230 240
I 1 . ] 1

200 AACCGAGTCTCTCGGAAAACACAGCTTCTEGATATCTT CC FMDH genbank
198 AACCGAGICTOICGGSAAMACACAGCIICIGGATIATCIT ¢ C FMDprom pFeMI
198 AACCGAGICTCPCGGAAAAC AGCI‘TCIGGAIAICI‘ICCregpromseq‘
168 AACCGAGICTCICGGAARAL AGCTICIGGATATCIICC pFEMIregs'

GCTEGCGGCECAACGAGCGAATAATAGTCCOMGERGCETGA Majority
250 280 270 260
(1 ¢ L 1
241 ¢ ¢ accescscnacsnecgaaiaamaachcmcsaaewssmegmmm
238 ¢ C GCCEGECECCAACGACGCT ARABAATAGICCCIGGAGGI A FMbprom preMI
BB ECTGECEGECOCAACOAMCGAATAAIAGTICCCTGOAGGY GA reg prom sag
206 GCTGGCUCCGCAACGAMICGAAIAATAGTCCCIGGRGAGGI GA pFPMIreys’

RA_0305011 Informacion confidencial/prapietaria
i Pagina 54 de 72 .
e
ROXANAMBNTEMILONE CHRIST Ngabgg&nm,:
DIRECTORY TECHGR NOF) DAGTER 8.7

FRGA S






sanofi pasteur
Antigeno de superficie de la hepatitis B

Seccitn 3.2.8.2.3
Sistema de lotes de siembra, caracterizacién y pruebas .

CGGAATATATATGTGTGGPt(EGG’I‘AAA.'{‘CTGACAGGGTGTE‘L__HajDrity
e s I

39|0 3?0

310
1

kPl
1

280
e
275
245

CGOCAATATATATOC TAP?GGAGCGTAARY CPGCACAGGGTGTA
CEGAATATATATGTOATAUAGOUTAARATY CTOACAGRATGTA
CGEGARTATATAYGR G GGAGOOTAARATCTGACACGGGTGTA
COGAATATATATUTATOOAGOGTAALYCTBACAGGGBTGATA

SUAAARAGBGTAATATTTITTCCTAAAMCATECAATCOGCTIGERC
t T T T

130 340
3 1

350
1

kY-1v)
1

20
317
315
283

GCAAAGGTAATAYTTTCCTAAAACAT
CCAAAGGTAATATTODTCCTAAMAALCAY
GCAAAGUTAATATTTTCCTARLAACAT
GCAAAGGTAATAT T TTCCTARARACATY

CGCI&ACGGG%AAAAGRAT&&C'I"I?'I‘GG
L

GCAALTCS
GOeMATCE
GCAATECR
GCAANCE

CCTGCCQ
GRETRCLC
geTocCcL e
scLT6eCcEQ

caccags

310 320
11 ]

cacrenT
J
380
L

e

480
)

360
kL
355
325

CBCAACSBGCRARAAAAAGAATGACTTTOR
coffaceccAananracaaTaacTTTED
CGCARCAGGGAAAAAGAATGACTTTGES
CACRACOUMAALMARGAATGACHYTTGAG

cactTCT

CACCAGA

FHDH genbank
FHDprom . pFEMT
rag.prom. sag
PPPUTregh’

Majorlty

FMDH genbank
FMInrom, pFELT
reg, prom; geq

pEPNIreysS!

Majority

FMDH gepbank

CACRCTTCALCAQ A FHDprom.pREMT

CACTCTT
CAQTQTD

CACCAGA
CACOAGA

BTGB 0GTGTCCCOUTCOTGTETGCAR
[ T
410 420
L I3

ATAGGCD
T
410
f

ceccacng
]

440
1

400
387
Igh

BrAGAGTATCCCGOCTCOGTOTSETGUAA
STO00GETRTCUCOCTUBTOTETBCAR
CTOGUGTGTCLUGSCTOCSTPOPGETUCAR

ATAGGCT
ATAAGGQT
ATARGGCET

5 CPAGEATRBTCCCACTCETGOTGTUCAAATAGGCT

coccacTG
ceCcAQTO
cCCcAaACTO
cCeCACTd

reg.prom, geg
PRPEYregs!

Kajority
THDH genbank

FuDprom. pfEMT
rog,prom, seq

PFPHTIagS

Hajoricy

GrCACCCCAGATTITTCGCAGAMLAMAACAGBCAAMGCGTTLCLGEGGGET
T T T T

ifltﬂ- ‘i§0 d'n]’D
GTOACQCCCGEGATTTTRGCAGAMNABMACAMGOAAGTTCCGGGG T FMDH genbank
GTOCACCCUAQOGATTTTGCAGRAAAACAGCAAGTTCCERAD T FMDpron, DEFENT
CGTUCACQCCGBGATTPTPTOCACGAAAMARAACAGOAARAGTTCCGAGOC T yag.prom.oag
CGTCACCCLUUGATTT TGCAGARAARMRACACGLAAGTTCLCOOGE T pPHTrens!

QLeTeACTdOTETCCOCCAATRAAGRAGGABCCAGCAGGCALC Hajority

430 500 £10 529
A I 1 I

GTl:!Tc.&(:'t‘GG'L’EI'I'f:EGCCAATAJ&GAGGAICQQGCAGGQAC FPUDH genbenk
BAPrOTCACTRETETCCAGCCAATAAGARACGOGARRCRGGCACdCA S Fubprom, pPEMT
GFCTCACTUGRTUTECUCCAATAAGAGOAGCCAOCAGRCACLL redq.prom teyg
G EACTRGTETLOLCGCCAATAMUAGCAGLCCAACAGACACQ pFPMTragh!

480
1

44D
437
4358
405

480
471
475
445

BGAGECTACATCADGCT TOCGATA-CACTCEACTACCE
530 540 550 569
L L 3l ]
GOAGTCTACATCAAQCTIETICYLCGATA-CACTCRGACTACCEC FMBH genbank
seacreracazcraccrerercecaralorcrocacrac e mmpron prae

GOAGTCTACATCAAGCTGTCOTCLGATA-CACTCAACTACC reg.prom,seqg
GOAGTCTACATCRAAGCTOULRCCOATA-CACTCGAGCTACQCC prEHTrags’

Hajority

519
sig
915
485

Informacion confidencial/prppietaria
Pagina 55 de 72

RA_0305011

MIMGUEZ
. ERADO
GNOF PASTFIIR 8.7

MONTEMILONE CHRISTIAND

A TEDG.LA
gToR b

\
SAOF! PASTFL






sanofi pasteur
Antigeno de superficie de a hepatitis B

Seccion 3.2.5.2,3
Sistema de lotes de siembra, caracterizacion y pruebas

DA
fg.
Y
[Ny
ATPCCGCGGTOTOCTCAGAGA T i Lbyv
A r ZAGAGGGGAATOOCACHATAAATDCC Hajority X
570 580 590 600 2

e

B58 ATCCGGATUTCTCAGAGAGRBGCOGAATGGCACTATAAATACC PMDH genbank

558 AT CCGE G T CTCTCAGAGAGGGCAATGGCACTATARATACC FMDprom. pFeMT
554 ATCCGGEGTCTUTCABAGAGGGGEGAATGGECACTATAAATACGCE req.prom. seq
524 ATCCOBGEYCr U TCAGAGAGGGGAAYGGCACTATAAATACTC DFPHTzZegS’

GCCTCCTTGEGCTCTC‘TGCCTTCA‘I'CGGGEA’I‘TC?\TGGAG !-Eajur.ity
T 3 T )
6}0 Egﬂ 830 6490

S8 BOCTC LR TTECGOCTETYCPEOOCTY AT FHOH ganbank
536 GO CTC U T PECR O ¥ CTC TGO TTCATCGGOAATTCAT G AG FNDprom. pPFMT
M GO O TCCTYGCGCTLCTCTGCOCTTCATCGGGAATT O ATGGEAG reg.prom. Sadq
564 GCCTCETTCECEGCTCTCTGCLTTCATCGGGAATTCATGG AG pFRHMTIegS’

A_AC&TC}\ER‘I“CAGGATTCCTAGGACCCCTGCTCGTGTTBC Majority
T 1 - i
G?D 6?'0 a‘lra 6RO
1

§25 ATCABJAT @ FMOH genbank
B3 AACAPCACATCAGOATTCOTAGGOACEECTGCERCETGTPAC PHDprom, pREMT
$3 AACATCACATCAGGATTOCOTAGGACCCUOTESTCEGTATT A rag.prom.sag
80 AACAYT CACARCAGGATICCTAGGACCCETGEPCGTOTT AL pFPHTzegh !

H.GGCGGGGT']:TTTCTTQTTGACEAKKKKHXXKXKXX.}{XXX Majerity
T L T

890 798¢ 110 720

1 1 L I
632 FHDH genbank
ETEAGCCOSGGYY TP CTTOT TG A CA AR NNGEUNEEUFIN WS FUEprcn, pItET
€4 AGGCOSGUGTITTTTCRTGT TG A CAARNEENG NN i rey.prom,aeqg
84 AGCCGOCCTTTYTCTTOTYQGAL AA pFEMTTags’

REXXXX : Majority

FMDY genbank
FHDpron, pFERT
redq., prom, sey
pEPHIregs’

En esta figura:

o Promotor FMDH pFPMI: secuencia de la region reguladora 5°, promotor del gen de
HBsAg presente en el plasmido pFPMTsadw2 (secuencia de Rhein Americana),

o Regulador 5’ pFPMT: secuencia de la region reguladora 5°, promotor del gen de
HBsAg presente en el plasmido pFPMTsadw? (secuencia del laboratorio CEVAN);

¢ Promotor-regulador: secuencia de la regién reguladora 5°, promotor del gen de
HBsAg integrado en el genoma de H. polymorpha,;

o Genbank FMDH: regién promotora del gen FMDH (secuencia de Genbank).
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Figura 17; Secuencia de la regién terminadora del lote de siembra maestro
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En esta figura:

¢ Mox-P. ang.: regién terminadora del gen Mox (secuencia publicada);
¢ Moxt. pFPMTsadw2: regién terminadora del gen Mox presente en el plasmido;
¢ Promotor-terminador: region terminadora del gen Mox presente en el genoma de H. polymorpha.

Las secuencias de la region promotora y la regidn terminadora obtenidas para el WSL son
respectivamente las mismas que se obtuvieron para el MSL y no se presentan en este documento.

Resultados
e Region promotora

Todas las secuencias de las regiones promotoras de las siembras de H. polymorpha analizadas
son idénticas entre el WSL y el MSL.

Se observan algunas diferencias menores entre la secuencia publicada de la region promotora
(secuencia del gen FMDH de Genbank), la secuencia de la regién promotora del plasmido
analizada por Rhein Americana y la secuencia de la region promotora del genoma de

H. polymorpha. Vea la Figura 16.

A raiz de las diferencias observadas, la secuencia de la regién promotora del plasmido
pFPMTsadw2 fue vuelta a realizar por el laboratorio CEVAN con la misma técnica y el
mismo laboratorio que realizo la secuencia de la region promotora del MSL y el WSL.

Se halld que la secuencia de la region promotora del MSL y el WSL es idéntica a la del
plasmido realizada por el laboratorio CEVAN.

En conclusidn, la secuencia de la regiéon promotora 5° presente en el plasmido pFPMTsadw2
no fue afectada por la transferencia al genoma de H. polymorpha.

e Region terminadora

Todas las secuencias de la region terminadora (extremo 3’ del gen de HBsAg) de todos los
clones del MSL y el WSL analizadas fueron idénticas entre si. Estas secuencias son idénticas a
las publicadas (secuencia del gen FMDH de Genbank) y la secuencia del plasmido.

De este modo, se confirma la integridad del gen en el MSL y el WSL de H. polymorpha.

Fa) i
RA_0305011 Informacion confidencial/propiefaria wﬁ{ﬁ/{

| Pégina 58 de 72 .

RCKANBMONTEMILONE QE{%&EU&

DIRECORA TEGLIER oy PASTELR .

ASTENR S.A.



Pl



sanofi pasteur Secci6én 3.2.5.2.3
Antigeno de superficie de la hepatitis B Sistema de iotes de siembra, caractenzaclqp/_(gpmebas\

6.2.5 Determinacion de la secuencia de ADNc del gen

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en determinar la secuencia de ADNc del gen que codifica el
HBsAg.

Método

Se purifica el ARN total del MSL (lote MCB 160600BA) y el WSL (lote MWCB 230600BA) de
H. polymorpha. A fin de evitar una contaminacion potencial del ARN original mediante ADN
residual, el ARN purificado se digiere previamente con ADNasa. Luego, el ARN se
retrotranscribe con oligonucledtidos especificos del gen del HBsAg y ¢l ADNc del gen del
HBsAg se amplifica mediante PCR. Los productos amphficados de la reaccién RT-PCR se clonan
en un vector adecuado y se secuencian distintos clones

Resulrados

La secuencia obtenida de distintos clones de ADNc se compara con ia secuencia del gen de
HBsAg del plasmido pFPMTsadw?2. Los resultados obtenidos de distintos clones de ADNc
indican que la secuencia es idéntica a la secuencia del gen de! HBsAg del pldsmido, ya sea en el
WSL o en el MSL. Vea la secuencia del gen del HIBsAg comparada en ¢l MSL en la Figura 18.

Se obtienen las mismas secuencias para el WSL, por lo cual se supone que no es necesario
presentarlas por duplicado.
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