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Lista de abreviaturas: vea 2.3 Resumen general de calidad, Introduccion.

1  Purificacion de la toxina pertusica (PT)

El esquema del proceso para la purificacion de la toxina pertisica nativa se proporciona en la
figura 1.
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Figura 1: Diagrama de flujo de la purificacion de la PT

Descripcian del proceso

L Pasadmetros de produceion

FILTRADO DE GULTIVO
CONCENTRADO (2 Tanques mévilea:
750L)

¥

FILTRADO DE CULTIVO
CONCENTRADO (1 tanque fijo: 2500 L}

I
Etapa 7; Ajugte de pH
i

Etapa §: Adsomion de FHA en

{4 tanques: 650 L)
- Adicidn de hidroxiapatita
- Incubacion bajo agitacidén

x |
4 columnas de !
soporte de HXP gue -
contienen FHA
{Mea el diagrama de
purificacidn de la FHA)

{1 tanque fijo: 2500 1)

{4 tanques: 650 L)
- Adicitn de ASF-4B Sefarose
- Incubacion bajo agitacion

H clon del sobrenadante;
12a; ASF-4R glimingcidn del sobrenadante
12b: ASF-4B soporie de Sefarosa que contiene PT
transferida a 4 columnas de cromatografia de
afinidad
I

13a: Tampdn de lavado cen TRISMHCIE

13b: Ejucidn de contaminantas
con tampdn TRISMCI, NaClt

1 PT Elucidni
(con tampén da CO4)
148; Elucidn de frascicnea de PT (4 eluldos)

14b: Agrupacién de eluidos {Tanque mavil: 400

litros)
l

ELVIDO DE TOXINA PERTUSICA PURIFICADA
NATIVA [AGRUPACIGN)

v

precipitacién de sulfato de amonio

FORMA DE PRECIPITADO DE TOXINA
PERTUSICA PURIFICADA NATIVA
{Almacenamiento a + 5°C £ 3°C}
(Matracaes de 10 L)

- Ajuste con NaOH
-T°C:I+5°C + 3°C

=T°C:+5°C ta +10°C

{1 tanque fijo: 2500 L)
- Filtracidn de clarificacion.

-Ajuste con acida acético
-TC:+5°C £ 3°C

~T°C: +5°C £ 3°C

*HA: Prusba de hemaglutinactén

"*Las prucbaa de libaracién sa descrihen en la saccidn 3.2.5.2.4 Control de las pazas

erfticos & intarmedies.

Controles durante el proceso:
- Prueba de carga bioldgica

Controles durante el proceso:
- Dosificacidn del titulo de
»

Controles durante el proceso:
- Dosificacion del titulo de HA

Controlas duranta &l proceso;
- Gonlenido protelco (BOA)

= SDS-PAGE

= Dosifieacidn del tule da HA

Controlas duranta el procesa:
- Contenido proteica (BOA)

- Dosificacion del titulo de
HA- Prueba de carga
bioldgica

Controles de calidad:
= Pruaba da liberagion**
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El filtrado de cultivos concentrado se somete a prueba para determinar los niveles de cayga
biolégica (vea Controles durante el proceso en la Tabla 1) antes de transferirlo a un tanque
unico producto y someterlo a las diferentes etapas de purificacién que se describen a continuadi

1.1 Ajuste de pH (etapa 7)

Después del ajuste de temperatura (+5 °C + 3 °C), se ajusta el pH con NaOH.

1.2 Adsorcion de la FHA en hidroxiapatita (HXP) (etapa 8)

El filtrado de cultivo concentrado se distribuye en cuatro tanques cénicos de
adsorcion/decantacion y se agrega soporte de HXP en cada tanque. La adsorcién de la FHA en
HXP se realiza a +5 °C & 3 °C, bajo agitacion, seguida de decantacién. Luego, cada soporte

de HXP que contiene FHA se distribuye en una columna de cromatografia para su purificacion
posterior.

1.3 Recuperacion de la PT del HXP, ajuste de pH y adsorcion de la PT en
asialofetuina sefarosa (ASF 4B) (etapas 9 a 12)

Para aislar la PT, es necesario recuperar esta proteina de fa fase liquida cromatografica
(sobrenadante) (etapa 9). Primero, el sobrenadante se somete a una filtracién de clarificacion de
1 um y el filtrado se recolecta en un tanque de un Gnico producto.

Al final de esta etapa, se toman muestras para realizar los controles durante el proceso (vea la
Tabla 1).

El pH se ajusta con dcido acético a +5 °C + 3 °C (etapa 10).

Posteriormente, el filtracidn se vuelve a distribuir en cuatro tanques de adsorcidn/decantacion y se
agrega sefarosa ASF4B. La adsorcion de la PT en ASF-4B se realiza a +5 °C £3 °C, sometida a
agitacion, seguida de decantacion (etapa 11).

Luego, el soporte de sefarosa ASF4B que contiene la PT se transfiere a columnas de
cromatografia de afinidad mientras que ¢l sobrenadante se elimina (etapa 12).

Al final de esta fase, se toman muestras para realizar los controles durante el proceso (vea la
Tabla 1).
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1.4 Lavado y elucién de contaminantes, elucién de fracciones de PT y agrupach
(etapas 13 a 14)

Posteriormente, cada columna cromatografica se conecta a la plataforma cromatografica movil y
la PT se eluye del soporte de sefarosa ASF4B, como se describe a continuacidn:

s Etapa 13a: Las columnas se lavan con solucion tampdn TRIS.
* Etapa 13b: Los contaminantes se eluyen con solucion tampon TRIS que contiene NaCl.
¢ Etapa 14a: La PT purificada se eluye con solucién tampén de carbonato.

Al final de esta etapa, se toman muestras para realizar los controles durante el proceso
(vea la Tabla 1).

» [Etapa 14b: Las fracciones seleccionadas se agrupan en tanques méviles. Se obtiene el
material eluido de la toxina pertisica purificada nativa (agrupacion).

Al final de esta fase, se toman muestras para realizar los controles durante el proceso
(vea la Tabla 1).

1.5 Precipitacion de la PT (etapa 15)

La PT se precipita con sulfato de amonio (AS) (aproximadamente 471 g/litro) y se concentra por
decantacién. Aproximadamente 20 litros de precipitado de toxina pertisica purificada nativa se
distribuyen en matraces de 10 litros y se pueden almacenar durante un méaximo de 48 meses a
+5°C £ 3 °C (Vea 3.2.5.2.4 Contro! de los pasos criticos e intermedios).

El precipitado de toxina pertlsica purificada nativa se somete a pruebas de liberacidn de control
de calidad. Las muestras que se toman para los controles de calidad primero se centrifugan y se
diafiltran para eliminar el sulfato de amonio.

¢ Condiciones de uso y rentilizacién de ia columna

Después de su uso, el soporte de ASF-4B sefarosa se lava y se vuelve a equilibrar de acuerdo con
los siguientes pasos:

e Lavado con la solucidn tampdn de Tris HCI.

¢ Lavado con etanol + solucidn de 4cido acético. Este paso se realiza a temperatura
ambiente.

¢  Reequilibrio con solucién tampén de TRIS HCI con agente antimicrobiano (es decir,
timerosal). Esta tltima etapa se realiza a temperatura ambiente.

El soporte de ASF4B se almacena en solucion tampdn de TRIS HCl con agente timerosal en
matraces de 10 litros. Se almacena a +5 °C £ 3 °C hasta que se utilice para la préoxima
purificacion.
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2  Purificacion de FHA

e ﬂhm@
Este paso corresponde a la elaboracién de FHA purificada nativa, seglin se describe en la figura 2.
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Figura 2: Diagrama de flujo de la purificacion de la FHA

Descripcitn del proceso L Parametros de producchin [

4 HXP COLLMNAS DE SOPORTE QUE
CONTIENEN FHA

.

lnpa 9 avado -
g'a: Lavado con tamon

|

§'b: glucién de comaminantas con @mpon PO,

Eiapnl0% Elucion de FHA
10'a: eliminacién de PT (Para cada columna
HXP conaxidn a una segunda columna que
contiane soporte de ASF-4B Safarosa)

Controles durante el proceso:
10'b: Elucidn de FHA con tampdn PO. + NaCl (4 -~ DosHicaclén det titulo de

aluldos) HAX
- SDS-PAGE
= Contenido protelco (BCA)

" Controles durante €1 procesa:
H - Dosificacidn del titulo de

{1 1:angque mdvil: 250 L} HAY

- Contenido protelco (BCA)

- Prueba de carga bioldgica

e w—
|

precipitacién de sulfato de amonla

| |

FORMA DEL PRECIPITADC DE FHA Controles de calidad:
PURIFICADA NATIVA (Almacenamiento a + -Prusba de liberacién*"
5°C + 3°C)
{Matraces de 10 L}

"HA: Prueba de hamagtutinacidn
*Las prusbas da lbaracion se detallan on la seccidn 3.2.8.2.4 -Controlas da loa pasas
crilicos & intermedias
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