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Seccion 3.2.5.1.2 Estructura

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

El toxoide diftérico purificado (PDT) se convierte a partir de la toxina diftérica (DT) secretada por
el crecimiento de Corynebacterium diphtheriae, un bacilo gram positivo delgado que por lo
general tiene un extremo més ancho.

La DT excretada es un polipéptido intacto de una sola cadena (masa molecular relativa de

58,3 kD) que contiene dos enlaces disulfuro. La figura | ilustra la secuencia de aminoacidos de la
toxina diftérica. El polipéptido de la toxina posee dos dominios funcionales: un dominio de ADP
ribosil transferasa que cataliza la ribosilacion ADP del EF-2 (factor de elongacién 2) y un
dominio de enlace celular. Estos dos dominios funcionales estén divididos en dos fragmentos (A y
B) conectados por un enlace péptido y un puente disulfuro. El fragmento A (masa molecular
relativa de 21,0 kD) y el fragmento B (masa molecular relativa de 37,3 kD) se pueden separar por
una reaccidn proteolitica, pero permanecen conectados por el puente disulfuro (vea la figura 2),
que representa la forma escindida de la toxina diftérica. En la cosecha del medio de cultivo que se
obtiene a partir de la propagacion de Corynebacterium diphtheriae, puede existir la toxina
diftérica en sus dos formas: intacta y escindida. El efecto citolitico de la toxina que ejerce la
actividad enzimdtica del fragmento A requiere la entrada a la célula huésped a través del

fragmento B y la liberacién del fragmento A mediante el proceso de protedlisis y el proceso de
reduccién del disulfuro.
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Figura 1: Secuencia esquematica de los aminoacidos de la toxina diftérica
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Figura 2: Formas intacta y escindida de la toxina diftérica
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La DT se convierte en PDT mediante la adicién de formaldehido. A esta detoxificacion sigue un
paso de purificacion. El formaldehido, al reaccionar con los grupos amino primarios, modifica los
residuos de aminoacidos del polipéptido de la toxina y produce la formacion de enlaces cruzados
intra- e intermoleculares. Esta reaccidn provoca la detoxificacion de la toxina diftérica. Por otra
parte, el formaldehido estabiliza las propiedades antigénicas de la toxina. El PDT obtenido pierde
su toxicidad (capacidad de unirse a las células y actividad) pero conserva sus propiedades

antigénicas.
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Seccion 3.2.S.1.3 Propiedades generales

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

1  Descripcion general

La toxina diftérica es una exotoxina producida por la Corynebacterium diphteriae y puede
producir pseudomembranas obstructivas en el tracto respiratorio superior (laringitis diftérica) o
dafio al miocardio o a otros tejidos, principalmente en nifios.

La toxina estd compuesta por una fraccidn terminal N, fragmento A, que conlleva una actividad de
ribosilacién (ribosilacion ADP) del difosfato de adenosina, y una fraccion terminal C, fragmento
B, que se supone que tiene una funcién de unidn al receptor. Las fracciones A y B estdn unidas
por un enlace péptide y un puente disulfuro. Se requiere la escision proteolitica del polipéptido,
asi como la reduccion del disulfuro, para que los fragmentos A y B se separen y para que se
exprese la actividad enzimatica del fragmento A. La toxina diftérica es una enzima que cataliza
especificamente la ribosilaciéon ADP del factor de elongacidn 2 (EF2), bloqueando asf la sintesis
proteica. Esta modificacién es la causa de la toxicidad de la molécula.

La cepa utilizada s la Utrecht No. IM 1514 de Corynebacterium diphteriae, que se somete a
subcultivos consecutivos, seguidos de fermentacion, clarificacién del medio que contiene la
toxina, concentracién y diafiltracidn antes de que la toxina sea sometida a detoxificacién con
formaldehido y a purificacién y para obtener el toxoide diftérico purificado (PDT) final.
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2 Propiedades fisicoquimicas

La toxina diftérica tiene 535 residuos de amino4cidos y un peso molecular de 58,3 kDa en la
forma estructural de cadena tnica y, en la forma escindida, dos fragmentos de 21,0 kDa
(fragmento A}y 37,3 kDa (fragmento B) conectados por un puente disulfuro, La estructura
cristalogréfica revela tres campos que corresponden a las tres funciones principales:

¢ ¢l dominio catalitico C, llamado fragmento A, es del tipo o + J;
o ¢l dominio transmembrana T consiste en un paquete de hélices o,
o y el dominio R de unidn al receptor es un barril § aplanado.

Tanto el dominio transmembrana T como el dominio R de unién al receptor corresponden al
fragmento B.

La detoxificacién con formaldehido reduce el nlimero de grupos amino primarios y forma enlaces
cruzados intra- € intermoleculares que estabilizan la estructura de la proteina, haciéndola asi mas
resistente a la desnaturalizacion.

La estructura secundaria no se ve afectada por el proceso de detoxificacidn, ya que se ha probado
mediante espectros de dicroismo circular en la regién UV lejana; sin embargo, se encuentran
diferencias en la estructura terciaria de la region UV cercana.
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3  Actividad bioldégica

3.1 Propiedades biolégicas

El toxoide purificado a granel cumple con los requisitos de la Farmacopea Europea en cuanto a:
e Esterilidad

e Ausencia de toxina e irreversibilidad del toxoide

s Pureza antigénica

La prueba de ausencia de toxina garantiza la ausencia de toxicidad causada por la toxina que
muestra una citotoxicidad especifica hacia las células Vero. Esta propiedad se usa para detectar la
presencia de toxina diftérica en un medio de cultivo mediante la inhibicion del crecimiento
celular.

La prueba de irreversibilidad del toxoide demuestra que no puede tener lugar la reversion de la
toxicidad durante el almacenamiento. Esta prueba también se basa en la propiedad de la toxina
diftérica de mostrar una citotoxicidad especifica hacia las células Vero. No se puede observar un
efecto citotoxico.

La pureza antigénica se calcula obteniendo la proporcidn entre el titulo de floculacion 'y el
contenido de nitrégeno proteico. El titulo de floculacidn expresado en la unidad de floculacién
(Lf) se determina mediante la prueba de floculacion. La unidad de floculacidon de un toxoide esta
determinada por el nimero de unidades Lf de antitoxina que induce una floculacidn visible
cuando se mezcla con la muestra.

3.2  Evaluacién cualitativa

La prueba de actividad bioldgica (ensayo de potencia) se lleva a cabo con el producto final a
granel, es decir, después de mezclar el principio activo de difteria con los otros componentes de la
vacuna. Se determina mediante una comparacioén con material de referencia calibrado con
respecto al estandar internacional de toxoide diftérico adsorbido.

4 Propiedades inmunoquimicas
La avidez de los anticuerpos dirigidos hacia la porcidn del fragmento B de la toxina diftérica es

mayor que la de los anticuerpos antifragmento A. Parece que el formaldehido protege la region B
del ataque proteolitico; por lo tanto, se conserva la inmunogenicidad del fragmento B en el PDT.
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Seccion 3.2.S.2.1 Fabricante(s)

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

1 Nombre y direccion del fabricante

Direccidn de la planta de elaboracion y pruebas:
Sanofi Pasteur
1541, avenue Marcel Mérieux
69280 — Marcy ’Etoile — Francia

o

] RNV

s
________
"
“ay
v

/]

RA_0302269 Informacién confidencial propietaria’
Pagina 1 de 1 j

ROXA
DIRECTOREAEANICA

MONTEMILONE CHRISTIAN DOMINGUEZ

ARIDERADD

SANOFI PASTHIUR S.A.  SANOF! PASTEUR S.A.







