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levadura del MSL y el gen del HBsAg del plasmido pFPMTsadw2
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En esta figura:

e cDNAHBs: secuencia de ADNc proveniente de distintos clones;

e sadw2. seq: secuencia del gen del HBsAg en el pldsmido pFPMTsadw?2.
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6.2.6 Determinacion del lugar de insercién del plidsmido pFPMTsadw2 en el ge’i‘%ﬁlﬁ“ﬂ?
H. polymorpha

Finalidad/principio

La finalidad de esta prueba consiste en determinar el lugar de insercién del pldsmido
pFPMTsadw2 en ¢l genoma de H. polymorpha del MSL. No fue necesario realizar esta prueba
también en el WSL porque la estabilidad gendmica de la cepa se demostrd en 400 generaciones
(vea el capitulo 1.3.1).

El principio de esta prueba se centra en caracterizar los lugares de insercion mediante analisis
Southern blot, PCR inversa y secuenciacion.

Método
¢ Southern blot

El ADN genémico de H. polymorpha y el plasmido pFPMTsadw2 se digieren con las enzimas de
restriceion Kpnl y BamHI, se separan mediante electroforesis en gel de agarosa y se transfieren a
una membrana de nitrocelulosa, fijada con luz ultravioleta (UV) Las membranas se hibridan con
sondas radioactivas.

Las sondas utilizadas para el estudio Southern blot se preparan con fragmentos obtenidos del
plasmido pFPMTsadw2: la sonda del gen del HBsAg y la sonda del promotor FMDH.

¢ PCR inversa

El ADN gendmico de H. polymorpha se digiere con las enzimas de restriccién Kpnl y BamHI, se
putifica y se incuba a alrededor de +15°C durante aproximadamente 16 h con una ligasa. El
producto de la unidn se amplifica mediante PCR, utilizando oligonucledtidos especificos del
plasmido pFPMTsadw2 (denominados P1, P2, P3, ...Px), con orientacion inversa. Los productos
de la amplificacién se separan en gel de agarosa y se purifican. Se clonaron dos fragmentos
especificos en un vector apropiado y se secuenciaron; vea la Figura 19.

Resultados

RA_0305011 Informacién confidencial/propietagia
Pigina 63 de 72 ;

I\J!{:i\ﬁlmi‘nt oh .TEA ) DOMIMEHES

A]EU{\J {;b ' ‘, B
2AMNENRETENR & 4 w\mm






T

sanofi pasteur Seccidn 3.2.8.2.3

Aantigeno de superficie de Ia hepatitis B Sistema de lotes de siembra, caracterizaciéwuabas
A i

¢ Southern blot \f,q

Figura 19: Southern Blot del ADN genémico de H. polymorpha
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a) Southern blot del ADN gendmico de H. polymorpha digerido con Kpnl y BamHI e hibridado
con una sonda de HBsAg. En la figura se ve una banda de 1500 bp resultado de la digestién con
Kpnl y una banda de 1800 bp (ligeramente visible) resultado de la digestién con BamHI.

b) Southern blot del ADN gendmico de H. polymorpha digerido con Kpal y BamHI e hibridado
con una sonda de FMDH. En la figura se ve una banda de 1500 bp y una leve banda de 1200 bp

resultado de la digestion con Kpnl, Otra leve banda de 1800 bp es resultado de la digestion con
BamHI.

La banda correspondiente al ADN digerido con BamHI (detectada por las 2 sondas) corresponde a
un fragmento de 1800 bp e incluye la regién promotora FMDH., Esté ubicada en la region §° del
gen de HBsAg. De acuerdo con el tamafio del gen y la regién promotora (alrededor de 680 bp y
1200 bp), el pldsmido debe insertarse en el genoma a través de la secuencia promotora FMDH.

La banda de 1200 bp del genoma de H. polymorpha, digerido con Kpnl (detectada por la sonda de
FMDH), incluye la regién promotora pero no el gen del HBsAg (no detectado por la sonda de
HBsAg). Este fragmento debe provenir de un lugar de Kpnl presente en el promotor FMDH y el
ADN gendémico adyacente de H. polymorpha.

Por consiguiente, se supone que las copias del plasmido pFPMTsadw2 se insertan en el genoma
de H. polymorpha a través de la region promotora 5° del gen del HBsAg, probablemente a raiz de
una recombinacién homologa con el promotor FMDH endogénico de H. polymorpha.

al 7
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¢ PCR inversa y secuenciacion

El producto amplificado del ADN genémico digerido con BamHI o Kpnl y ligado da
2 oligonucleotidos de aproximadamente 1200 bp (BamHI) y 900 bp (Kpnl). Los
2 oligonucledtidos se clonan y se secuencian.

La secuencia del fragmento de 1200 bp corresponde a la regu’m del promotor FMDH, la regi6n 5°
del gen del HBsAg incorporada en el plasmido pFPMTsadw2 y un sitio de BamHI que no
corresponde al ADN del plasmido (proviene de ADN gendmico); vea la Figura 20.

La secuencia del fragmento de 900 bp corresponde-al ADN genémico que integra un sitio de
Kpnl y parte del promotor FMDH del plasmido pFPMTsadw?2. Esta secuencia incluye el sitio de
BamHI proveniente del ADN gendmico descrito anteriormente.

Vea la Figura 21, donde se presenta esta secuencia.

En conclusion, el plasmido pFPMTsadw?2 se inserta en tandem en el ADN gendmico y se integra
a través de la region que contiene el promotor FMDH (region reguladora del gen del HBsAg).
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Figura 20: Integracion del plasmido en el genoma de H. polymorpha
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a) Esquema del plasmido pFPMTsadw2 integrado en el genoma de H. polymorpha
b) Producto de la unién del ADN gendmico y PCR invetsa digerido con BamHI
b) Producto de la unién del ADN gendmico digerido con Kpnl y PCR inversa
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Figura 21: Secuencia del ADN gendmico de H. polymorpha que incluye el sitio dg i

del plismido pFPMTsadw2
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TIATATGACA COATCCATGT MATMACCCTT GCACCGITTT
AATGCTOATT COGOCGCCAT GAARCOCCGT TTOMAGCAGE
QGGROCARTC TCGOATOCCE TGCOTOTGGR TCTUCCAARD
ACCACCAATA CCAGMIAGCD ATCOGTCTCA GTAMIATCCC
ARGITOTCGA COGGCAAGGA OTCTGTCTAC UATUCGTOGC
AMMCGTOCTG CAUAGGCTGC ACAATGCTCG COACGGOGCC
CTAAGOACGA GGACGACGAT CAGTTTOCCG AGATYTACAD
TACGCOTCTC TAGACAACTC TOTGOGGTCS AAGGLGGACC

Sistema de lotes de siembra, caracterizachiiyy ptuebas
e
WO

TARATTGCOA TCTCAAATTT CGGOCCTGCA AAARTTOTOG 80
COTTTTARAAT CTAMRTUATCA OAAGATCACT GOTGCTGTTT 140
TOGCCGACGA CGCOCOTOCC ATGGCTOGTSG ATTCOCGIGC 240
TTGCUATCCA ACUTGOATCN ANTCOMAMAC CAGGCCTTCS 330
CTCOTATECU GGCAMGCAAG AGLOAGAGAT TGCOAGCICA 400
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CTCOATTACC ANCTGGGCAA ACTGTCUGOAC AAAMATAMAG 560 |

GGAACGACTG TTOGGOCCEG CGCAGTTTCT TCCTAACIRG 640

CTTCCCCGAG GAMANCCGCT TCCGAAAGAT TTCACCGGOA
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6.3

Conclusion general de las pruebas de caracterizacién

Las pruebas de caracterizacion fenotipica y genotipica realizadas con el MSL y el WSL
demostraron que ambos lotes de siembra son idénticos entre si. Las células del MSL y del WSL
son genéticamente estables, han integrado el pldsmido que contiene el gen del HBsAg en su

genoma y pueden expresar el HBsAg.
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7  Estabilidad de los lotes de siembra de Hansenula polymorpha &

7.1 Objetivo del estudio

Este estudio busca demostrar la estabilidad de los lotes de siembra maestros y de trabajo (MSL y
WSL) cuando se almacenan a < -70° C, mediante pruebas de viabilidad y pureza microbiolégica.

7.2 Lotes utilizados en el estudio

Los lotes utilizados en el estudio de estabilidad se describen en la Tabla 17.

Tabla 17: Lotes utilizados en el estudio de estabilidad

Lotes n.* MCB 160600BA (lote de siembra maestro)
MWCB 230600BA (lote de siembra de trabajo)
Fabricante y planta Sanofi Pasteur Argentina
Fecha de elaboracién MCB 160600BA: 16 de junio de 2000
MWCB 230600BA; 23 de junio de 2000

7.3 Disefio del estudio

El disefio del estudio se describe en la Tabla 18 que aparece a continuacion.

Tabla 18: Disefio del estudio de estabilidad

Envase Temperatura | Duracién Frecuencia de las pruebas
MSL | Ampollas de vidrio =-70°C Sin limite | TO, T3, T90 meses (momento de elaboracién del segundo
WSL) ¥ luego en momentos de medicién anuales
WSL | Viales de polipropileno =-70°C 10 afios TO, T24, T40, T51, Té3, T75, T88, T100, T112,
Cierre de polietileno de alta T124 meses
densidad

7.4  Parametros estudiados y criterios de aceptacion

Las pruebas y los criterios de acepfacién aplicadbs durante el estudio de estabilidad se indican en
la Tabla 19,
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